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1 
1 UVOD 
 
Jabolka so zelo priljubljeno sadje, razširjeno po celem svetu. Imajo številne koristne 
lastnosti, ki vplivajo na zdravje ljudi, povezane pa so z visoko vsebnostjo fenolnih spojin. 
So pomemben vir fenolnih spojin, še posebej jabolčna lupina.  
  
Fenolne spojine so sekundarni metaboliti rastlin, z aromatskim obročem, ki ima enega ali 
več hidroksilnih skupin. Njihova vsebnost se zelo razlikuje med različnimi sortami jabolk. 
Na njihovo produkcijo vplivajo tudi vremenske razmere, čas obiranja, geografska lega in 
razmere shranjevanja jabolk. Jabolka vsebujejo pet glavnih skupin fenolnih spojin: flavanole 
(npr. katehin, epikatehin in procianidini), fenolne kisline (npr. klorogenska kislina), 
dihidrokalkone (npr. floretinski glikozidi), flavonole (npr. kvercetinski glikozidi) in 
antociane (npr. cianidin). Le-ti lahko delujejo na bakterijske celice tako da vplivajo na 
prepustnost celične membrane, inhibirajo sintezo nukleinskih kislin, NADH-citokroma c in 
ATP, zmanjšajo aktivnost nekaterih encimov, delujejo kot siderofori, ter se vežejo na 
bakterijske adhezine, oziroma druge membranske proteine.  
 
1.1 CILJI RAZISKOVANJA 
 
Glavni namen magistrske naloge je bil preveriti, ali svetloba uporabljena pri optimalnih 
razmerah skladiščenja jabolk, vpliva na fenolne spojine v jabolku in če imajo le-te vpliv na 
bakterijsko adhezijo. 
 
Proučevali smo ekstrakte iz jabolčnih lupin, pridobljene po 18- dnevnem shranjevanju jabolk 
pri 10 °C in pri svetlobi različnih valovnih dolžin (420 nm in 450 nm). Določili smo 
protimikrobno in protiadhezivno delovanje, agregacijo in tvorbo zunajceličnih polimernih 
snovi pri bakterijah vrste Escherichia coli v prisotnosti ekstraktov in v kontrolnih vzorcih, 
kjer smo jabolčni ekstrakt pridobili po njihovem 18-dnevnem skladiščenju pri 10 °C v temi.  
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Fenolne spojine, ki bodo nastale po 18-dnevnem shranjevanju jabolk pri 10 °C pri svetlobi  
valovnih dolžin 420 nm in 450 nm, bodo pri bakterijah vrste E. coli: 
- imele: protibakterijsko in protiadhezivno aktivnost, 
- vplivale na zmanjšano agregacijo in na zmanjšano tvorbo zunajceličnih polimernih 
snovi (EPS), 
- in pri tem bo obseg protiadhezivnega delovanja odvisen od valovne dolžine svetlobe, 
s katero bodo jabolka obsevana. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 JABOLKA 
 
Jabolka (Malus domestica Borkh) so glede na količino predelave eno najpogosteje zaužitih 
sadežev na svetu. Po statističnih podatkih je svetovna proizvodnja jabolk ocenjena na 
približno 75 milijonov ton (Cornille in sod., 2014).  
 
Spadajo v družino Rosaceae, skupaj z drugimi sadnimi vrstami. Rod Malus je sestavljen iz 
približno 30 vrst in podvrst, vendar je taksonomija tega rodu zelo zapletena. Njihov izvor je  
Azija (Cornille in sod., 2014). Jabolka se lahko uživajo surova ali  kot predelana, na primer 
jabolčnik ali jabolčni sok. So zelo dostopna živila, s pravilno tehnologijo shranjevanja pa 
jim lahko rok uporabe podaljšamo tudi za eno leto, odvisno od sorte (Francini in Sebastiani, 
2013). Poznamo ogromno sort jabolk, vendar večina svetovne pridelave temelji na nekaj 
deset užitnih in okrasnih sort, ki so cepljeni na manj kot ducat klonskih podlog. Teoretično, 
lahko razmnoževanje s podtaknjenci zmanjša gensko raznolikost gojenih jabolk, ker 
cepljenje omogoča genetsko fiksiranje določenega niza klonov, vendar so raziskave 
pokazale, da temu ni tako in, da je genska raznolikost še vedno velika (Cornille in sod., 
2014).  
 
 
Slika 1: Struktura jabolka (Kranjčič, 2001). 
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Potrošniki ocenjujejo jabolka po videzu (barva, velikost, oblika, odsotnost napak) (Musacchi 
in Serra, 2018). Jabolka so pomemben vir fenolnih spojin ravno v prehrani Evropejcev in 
Severno Američanov. Največ fenolnih spojin vsebuje jabolčna lupina, kar pa lahko 
predstavlja problem, saj se med predelavo sadja zavrže (Wolfe in sod., 2003).  
 
2.1.1 Naravno prisotni mikroorganizmi na jabolku 
 
Mikrobioto jabolk sestavlja primarna in sekundarna mikrobiota. Primarno mikrobioto 
sestavljajo mikroorganizmi, ki se s pomočjo adhezivnih sil med površino jaboka in površino 
mikroba držijo na jabolku. Primarna mikrobiota je stabilna in predstavlja stalno mikrobno 
populacijo na plodu. Sekundarna mikrobiota pa je odvisna predvsem od okoljskih 
dejavnikov, kot so na primer: tip tal, vremenske razmere, živali v okolici plodov in voda. 
Spreminja se glede na razmere in ni stabilna (Doores in Splittstoesser, 1983). 
 
Mikrobiota jabolka se razlikuje tudi glede na geografsko območje rasti, klimatske razmere, 
uporabljene pesticide in tudi glede na različna mesta na samem jabolku. Dosedanje raziskave 
so bile osredotočene na tri različna, vendar med seboj povezana področja: sadovnjak, 
skladiščenje in predelava. Vsak korak pri ravnanju z jabolkom, od drevesa pa do skladiščenja 
in predelave, vpliva na število in vrsto mikroorganizmov (Doores in Splittstoesser, 1983). 
Jabolka, pridelana z ekološko pridelavo imajo bistveno bolj raznovrstno mikrobioto, kot 
jabolka pridelana s konvencionalno pridelavo (Wassermann in sod., 2019). 
 
Notranja sestava jabolka ima ključno vlogo pri tem, kateri organizmi bodo povzročali kvar 
plodov, v kakšnem času in v kakšnem obsegu. Sadje je okolje z visokim deležem proste 
vode, visoko vsebnostjo sladkorjev in nizkim pH med 2,9 in 5,0. Poleg tega je jabolčno tkivo 
obdano s kožico, ki deluje kot zaščitna pregrada pred vdorom mikrobov. Med skladiščenjem 
lahko jabolko izgubi vitamine, aromo in vodo, vendar na kakovost izdelka bolj vplivajo 
fizične poškodbe in mikrobiološki kvar (Doores in Splittstoesser, 1983). 
 
Zaradi pH in kemijske sestave jabolk je primarna mikrobiota jabolka omejena predvsem na 
acidofilne vrste, kot so ocetne (Acetobacter, Glukonobacter) in mlečno kislinske bakterije 
(Lactobacillus, Leuconostoc in Pediococcus). Največ bakterij med zorenjem je prisotno na 
začetku, okrog junija, potem število stalno upada do zrelosti. (Doores in Splittstoesser, 
1983). Na splošno prevladujejo bakterije iz taksonomskih skupin Proteobacteria (80 %), 
Bacterioides (9 %), Actinobacteria (5 %) in Firmicutes (3 %). Več bakterij se nahaja v 
semenih in v mesu jabolka, medtem, ko je jabolčna lupina bistveno manj kolonizirana, 
vendar je mikrobiota bolj raznolika. Sestava mikrobiote, iz semen je najbolj podobna 
mikrobioti mesa jabolka, kar kaže na vertikalni prenos bakterijskih skupnosti, oziroma 
mikrobiomov v rastlinah (Wassermann in sod., 2019). 
 
V primarni mikrobioti najdemo največ fermentativnih kvasovk (Candida, Pichia, 
Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Kloeckera, Rhodutorula, Saccharomyces, 
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Torulopsis). Katere kvasovke se bodo nahajale na površini jabolka, ni odvisno od sorte, 
ampak od lege sadeža na drevesu. Število kvasovk na površini jabolka je približno 5 x 103 
CFU/jabolko. Za razliko od bakterij je največ kvasovk prisotno v mesecu septembru. 
Običajno število plesni na površni jabolka je 103 – 105 CFU/jabolko. Kadar je to število nad 
105 CFU/jabolko, lahko sumimo na bolezen sadja, oziroma kasnejši kvar. Največkrat so 
prisotne plesni rodov Aspergillus, Mucor, Monilla, Penicilium, Rhizopus in Fusarium 
(Doores in Splittstoesser, 1983).  
 
Mikroorganizmi, ki so del mikrobiote skladiščenega sadja, neposredno odražajo ravnanje pri 
obiranju in kasnejšem ravnanju z njim. Okužbe, ki nastanejo po obiranju sadeža, vplivajo na 
potencialno izgubo pridelka zaradi kvara. Vir mikrobiote je lahko sam sadovnjak, čeprav 
lahko na njeno sestavo vplivajo tudi nečisto skladišče in neprimerno ravnanje z odpadki in 
odpadno vodo. Tudi mehansko obiranje poveča število bakterij na plodu, saj omogoča 
prodor bakterij v notranjost ploda (Doores in Splittstoesser, 1983). 
 
Za razvoj bolezni je značilno razmnoževanje mikroorganizmov na plodu, z značilnimi 
spremembami barve, okusa, vonja in teksture. Za večino mikroorganizmov je povoščena 
jabolčna lupina dovolj uspešna pregrada in lahko vstopijo v notranjost plodu le, zaradi 
mehanskih poškodb sadeža. Rast plesni je lahko vidna ali ne, vendar je plod »gnil«, kadar je 
njihovo število povečano. Neprimerna temperatura in povečana vlažnost sta bolj kritični v 
začetnih fazah okužbe kot med napredovanjem bolezni (Doores and Splittstoesser, 1983). 
 
Začetek in razvoj gnilobe sta tesno povezana z nekaterimi mikroorganizmi in okoljskimi 
dejavniki. Pomemben ukrep proti kvaru sadja je hitro znižanje temperature po obiranju. S 
tem zmanjšamo hitrost rasti mikroorganizmov in posledično zmanjšamo možnost kvara. Rok 
uporabe podaljšamo tudi z pazljivim nabiranjem tako, da ne povzročamo mehanskih 
poškodb, z zmanjšanjem časa med obiranjem in skladiščenjem, pomembno pa je tudi, da ne 
obiramo sadja na zelo vlažne dneve (Doores and Splittstoesser, 1983). 
 
2.2 FENOLNE SPOJINE V JABOLKU 
 
Fenolne spojine so naravne spojine, prisotne v živilih, kot so sadje, žita, zelenjava in pijače.  
Nekateri plodovi, kot so jabolka, grozdje, hruške, češnje in jagode, lahko vsebujejo tudi do 
300 mg fenolnih spojin v 100 g sveže teže plodu. Fenolne spojine vsebujejo tudi izdelki, ki 
so predelani iz teh sadežev. Tako lahko kozarec vina, kave ali čaja, vsebuje tudi do 100 mg/g 
fenolnih spojin. Spadajo med sekundarne rastlinske metabolite in so vključeni v obrambo 
proti ultravijoličnim sevanjem (UV), ter obrambo rastlin proti patogenim organizmom. 
Lahko vplivajo na barvo, okus, vonj in oksidativno stabilnost živila (Pandey in Rizvi, 2009). 
 
Fenolne spojine konjugirajo z organskimi kislinami in se shranijo v vakuolah ali celičnih 
stenah rastlin. Proti koncu 20. stoletja, se je pojavilo veliko študij, ki so nakazovale, da je 
dolgoročno uživanje živil, bogatih s fenolnimi spojinam, nudilo zaščito pred razvojem srčno-
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žilnih bolezni, diabetesa, raka in osteoporoze (Pandey in Rizvi, 2009). Njihova zaščitna 
aktivnost je bila sprva pripisana zmožnosti odstranjevanja prostih radikalov, nato pa so 
odkrili še mehanizma zaviranja delovanja ali celo inaktivacije različnih encimov, kot sta 
lipoksidaza in telomeraza in zmožnost interakcije s celičnimi receptorji (Daglia, 2012). 
Vplivajo tudi na indukcijo endogenih encimov in regulativno učinkujejo na signalne poti. 
Slabo se absorbirajo v tankem črevesju. Ocenjujejo, da se kar 90 %  fenolov iz hrane, 
absorbira v debelem črevesju. V črevesju lahko selektivno vplivajo na rast črevesne 
mikrobiote (Cueva in sod., 2010).  
 
V različnih rastlinskih vrstah je bilo najdenih več kot 8000 fenolnih spojin. Večina 
rastlinskih fenolnih spojin izvira iz vmesnega intermediata fenilalanina in njegovega 
prekurzorja – šikiminske kisline. Po navadi se pojavljajo v konjugiranih oblikah, z enim ali 
več ostanki sladkorja povezanimi s hidroksilnimi skupinami. Obstajajo tudi neposredne 
povezave sladkorja z aromatskim ogljikom. Pogosta je tudi povezava z drugimi spojinami, 
kot so karboksilne in organske kisline, lipidi, amini in drugimi fenolnimi spojinami (Pandey 
in Rizvi, 2009). Razvrščeni so v različne skupine, glede na število fenolnih obročev, ki jih 
vsebujejo ter na podlagi elementov, ki te obroče povezujejo med seboj. Na splošno jih 
delimo na flavonoide in neflavonoide (Daglia, 2012). 
 
Ena izmed klasifikacij fenolnih spojin je po njihovem številu atomov C (Preglednica 1). 
Najpreprostejše so enostavne fenolne spojine, v rastlinah pa se po navadi nahajajo fenolne 
kisline (elagna, vanilinska in galna), ter fenilocetne kisline (kavna in p-kumarna) (Abram in 
Simčič, 1997). 
 
Jabolka vsebujejo veliko različnih fenolnih spojin. Jabolčna lupina vsebuje višjo vsebnost 
fenolnih spojin, kot notranji deli jabolka. Kakšna bo vsebnost in raznolikost fenolnih spojin 
v samem jabolku je odvisno predvsem od genetskih, okoljskih in tehnoloških dejavnikov. 
Zelo pomembna je stopnja zrelosti plodov ob obiranju, struktura tal, vreme, pa tudi način 
predelave in skladiščenja. Te dejavnike je potrebno nadzirati in jih optimizirati, da v 
končnem produktu dobimo kar se da največjo vsebnost fenolnih spojin (Manach in sod., 
2004). Z višanjem vsebnosti fenolov v plodu je povezana tudi omejena oskrba z dušikom. 
Opazili so trend povečanja fenolnih snovi v plodu, kadar je malo hranilnih virov v primerjavi 
s fiksno razpoložljivostjo ogljika. Na vsebnost fenolov v plodu vpliva tudi temperatura. 
Nižje temperature so naklonjene povečanju količine antocianov in razpoložljivosti vode, kjer 
primanjkljaj vode poslabša fenolno kopičenje, medtem ko zamrzovanje lahko poveča 
kopičenje flavonoidov (Parr in Bolwell, 2000). 
 
Parr in Bolwell (2000) sta v svoji raziskavi pojasnila, da se med zorenjem sadja vsebnost 
fenolne kisline zmanjšuje, med tem, ko se koncentracije antocianov povečujejo. Številne 
fenolne spojine, zlasti fenolne kisline, so neposredno vključene v odziv rastlin na različne 
vrste stresa. Lahko prispevajo k celjenju poškodovanih območjih in delujejo protimikrobno. 
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Preglednica 1: Razvrstitev osnovnih fenolnih spojin, glede na število C atomov (Abram in Simčič, 1997). 
Število C atomov v spojini Osnovni skelet Spojina 
6 C6 enostavni fenoli 
7 C6C1 hidroksibenzojske kisline 
8 C6C2 fenilocetne kisline 
9 C6C3 kumarini 
izokumarini 
fenilpropeni 
hidroksicimente kisline 
kromoni 
10 C6C4 naftokinoni 
13 C6C1C6 ksantoni 
14 C6C2C6 stilbeni 
15 C6C3C6 flavonoidi 
18 (C6C3)2 lignani 
neolignani 
30 (C6C3C6)2 biflavonoid 
N (C6C3)n 
(C6)n 
(C6C3C6)n 
lignini 
melanini 
kondenzirani tanini 
 
 
 
Zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na vsebnost fenolov je tudi skladiščenje. Študije so 
pokazale, da se pri skladiščenju znatno spremeni vsebnost fenolov. Poglavitni razlog je 
njihova lahka oksidacija. Oksidacijske reakcije povzročijo nastanek polimeriziranih spojin, 
ki vodijo do sprememb v kakovosti živil, zlasti v barvi in okusu (Manach in sod., 2004). 
 
Fenolne spojine v jabolčni kožici pridobimo s pomočjo ekstrakcije, kjer kot topilo po navadi 
uporabimo etanol (Akazome, 2004). Na splošno je vsebnost fenolnih spojin v jabolku večja 
v jabolčni kožici, kot v notranjosti plodu,  vendar to variira od sorte. Pri sortah Elstar, Fuji, 
McIntosh, Pinova in Red Delicious je bilo klorogenske kisline več v jabolčni kožici. Pri 
sortah Idared, Golden Decious, Granny Smith, Reineta pa je bilo dokazano, da je 
klorogenske kisline več v mesu  (Kalinowska in sod., 2014). 
 
Matthes in Schmitz-Eiberger (2009) sta prikazali, da se vsebnost fenolnih spojin giblje med 
25 in 43 mg galne kisline /100 g, odvisno od sorte jabolka. Vsebnost fenolnih spojin je bila 
najvišja pri sortah Cox orange, Fuji Kiku in Rubinette, sledile pa so jim še sorte Delia, Pinova 
in Jonagold. Pri sortah Pinova in Topaz se je po skladiščenju vsebnost fenolnih spojin celo 
povišala. 
 
Fu in sodelavci (2016) so pokazali, da lahko jabolko vsebuje od 68,29 do 70,57 mg galne 
kisline/100 g. To je odvisno tega ali je bolj rdeče, rose ali zelenkaste sorte. Jabolka vsebujejo 
različne fenolne spojine. Francini in Sebastiani (2013) so v jabolku sorte Borkh so določili 
naslednje fenolne spojine: epikatehin, katehin, floridzin, kvercetin, cianidin-3-O-galaktozid, 
klorogenska kislina in p-kumarna kislina. Vrhovšek in sod. (2004) so ugotovili, da sorte 
Golden Delicious, Red Delicious, Granny Smith in Morgenduft, v povprečju vsebujejo 
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največ flavanolov in derivatov cimetove kisline. Na splošno se vsebnost fenolnih spojin v 
plodu giblje med flavan-3-oli (19,6–55,8 mg/jabolko), flavonoli (17,7-33,1 mg/jabolko) in 
klorogenska kislina (10,6-80,3 mg/jabolko). 
 
Dokazana je bila tudi razlika, da je v različnih delih jabolka, različna količina fenolnih 
spojin. Wolfe in sod. (2003) so primerjali vsebnost fenolnih spojin pri štirih različnih sortah 
jabolk (Rome beauty, Idared, Cortland, Golden Delicious). Količino fenolnih spojin v mesu 
jabolk, so primerjali s količino fenolnih spojin v jabolčni lupini. V vseh sortah je bila najvišja 
vsebnost fenolnih snovi v jabolčni lupini. Najvišjo vsebnost fenolnih spojin je imela jabolčna 
lupina sorte Idared (560 ± 90 mg galne kisline/100 g jabolčne lupine) in sorte Rome beauty 
(500 ± 15 mg galne kisline/100 g jabolčne lupine). Pri teh dveh sortah so določili tudi 
najvišjo vsebnost flavonoidov in antocianov. Izkazalo se je, da ima jabolčna lupina tudi 
znatno večji antioksidativen potencial. 
 
Znano je, da je v starejših sortah jabolk, kot so Jonthan, Ontario in Olderburger, vsebnost 
fenolnih spojin višja, kot v mlajših sortah (Kschonsek in sod., 2018). 
 
 
2.2.1 Vpliv svetlobe na fenolne spojine v jabolku 
 
Svetloba je eden najpomembnejših okoljskih dejavnikov, ki vplivajo na življenje, njena 
intenziteta in spektri pa lahko vplivajo na fiziološki odziv rastlin, vključno s tvorbo in 
količino snovi, ki nastajajo v rastlinah (Li in sod., 2009). Izpostavljenost sadja svetlobi v 
sadovnjaku ima zelo pomembno vlogo pri razvoju plodov, kopičenju različnih sekundarnih 
metabolitov in razvoju plodov po obiranju. Danes se veliko sadja in zelenjave prideluje v 
nadzorovanem okolju z umetnimi viri svetlobe, kot so svetleče diode. Velika prednost 
njihove uporabe je možnost nadziranja njihovega spektra delovanja tako, da se lahko 
uporabljene svetlobe ujemajo z rastlinskimi fotoreceptorji (Kokalj in sod., 2016). 
 
Eden glavnih okoljskih dejavnikov, ki vplivajo na sintezo fenolnih spojin, je svetloba. Vplivi 
fotoperiodizma na produkcijo fenolnih spojin so znatni. Prav tako ima velik vpliv sama 
intenziteta svetlobe. Vidna svetloba modulira več vidikov presnove fenolnih spojin, pri 
čemer so višje koncentracije fenolnih spojin pri močno osvetljenih delih rastlin. Velike 
količine svetlobe zahteva predvsem proizvodnja antocianov. Flavonoidi naj bi imeli zaščitno 
funkcijo pred UV-sevanjem, zato velike količine UV-svetlobe vplivajo na povečano 
kopičenje flavonoidov, poveča pa se tudi stopnja hidroksilacije, kar vodi v višjo stopnjo 
antioksidativnega potenciala (Parr in Bolwell, 2000). 
 
Študija Soon Young in sod. (2015) je pokazala, da lahko uporaba svetlečih diod med 
skladiščenjem ohrani, oziroma celo izboljša kakovost sadja. Obsevanje jabolk s svetlobo v 
območju 500 do 600 nm dokazano povzroči povečanje vsebnosti askorbinske kisline in 
antocianov. 
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Kokalj in sod. (2016) so raziskali učinke obsevanja jabolk sorte Granny Smith, med 
skladiščenjem. Jabolka so izpostavili rumeni svetlobi, valovne dolžine 590 nm, da bi 
podaljšali obstojnost in povečali vsebnost nekaterih bioaktivnih spojin, kot so na primer 
askorbinska kislina, flavonoidi in druge fenolne spojine. Dokazali so, da je bila po 7 dneh 
obsevanja s svetlečimi diodami, v ekstraktih iz jabolčne lupine, bistveno večja vsebnost 
skupnih fenolnih spojin, askorbinske kisline in večji antioksidativni potencial, v primerjavi 
z neobsevanimi jabolki. Vsebnost flavonoidov je bila pri obsevanih jabolkih enaka, v 
primerjavi s kontrolo. Poleg tega je obsevanje z svetlečimi diodami nekoliko omehčalo 
plodove in pospešilo njihovo zorenje, ter povečalo tvorbo sekundarnih metabolitov. S 
takšnim tretiranjem se lahko poveča prehranska vrednost sadeža. Obsevanje je vplivalo tudi 
na sestavo barvil v jabolčni lupini. Povečal se je delež klorofila a in b, luteina ter β karotena. 
 
2.2.2 Flavonoidi 
 
So najpogostejše fenolne spojine v prehrani ljudi. Njihova osnovna kemijska struktura je 
sestavljena iz dveh aromatskih obročev (obroča A in B), ki sta povezana z linearno tri-
ogljikovo verigo. Osrednja tri-ogljikova veriga tvori zaprt piranski obroč (obroč C) z A 
benzenovim obročem (Daglia in sod., 2012). En obroč nastane iz molekule resorcinola, 
prekurzor za drug obroč, pa je molekula šikimat. Mnogi od flavonoidov so odgovorni za 
privlačne barve cvetov, plodov in listov. Na podlagi variacije vključenih heterociklov lahko 
flavonoide razvrstimo v šest podrazredov (slika 2). Posamezne razlike znotraj vsake 
podskupine izhajajo iz sprememb v številu in razporeditvi hidroksilnih skupin in njihovega 
obsega alkilacije ter glikozilacije. (Pandey in Rizvi, 2009). Flavonoide razdelimo na 
flavonole (npr. miricertin, kvercertin), flavonone (npr. naringenin), flavone (npr. apigenin, 
lutelin), flavan-3-ole (npr. katehin, epikatehin), dihidroflavanole (npr. taksifolin), izoflavone 
(npr. genistein) in antociane (npr. pelargonidin) (Abram in Simčič, 1997). 
 
Predstavljajo pomemben delež vseh spojin v jabolčni lupini, (10-30 g/kg jabolčne lupine). 
Ponavadi so to kvercetin, epikatehin in cianidin. Vsaka od teh spojin ima svoje biološke 
funkcije. Na splošno imajo flavonoidi zaščitno funkcijo. Lahko namreč zaščitijo celice s tem, 
da absorbirajo nezaželeno UV-sevanje. Cianidinski glikozidi so odgovorni za rdečo barvo 
jabolka, med tem, ko do rjave obarvanosti jabolk pride zaradi delovanja polifenol oksidaze 
na flavanole in antociane. Vsebnost epikatehina se pri mladem plodu hitro zmanjša, nato pa 
med zorenjem ostane ista. Vsebnost kvercetina se pri zrelem sadju zmanjša, nato pa se zopet 
poveča med skladiščenjem (Lister in sod., 1994). 
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Slika 2: Kemijske strukture različnih flavonoidov (Daglia in sod., 2012). 
 
2.2.3 Fenolne kisline 
 
So glavne skupine neflavonoidov. Predstavljajo približno tretjino fenolnih snovi v naši 
prehrani. Še posebej so prisotni v plodovih, kjer dajejo kiselkast okus. Razdeljene so še na 
dva podrazreda in sicer, na derivate hidroksibenzojske kisline (na primer galna kislina) in 
derivate hidroksicimetne kisline. V užitnih rastlinah je vsebnost hidroksibenzojske kisline  
nizka. Izjema so nekateri plodovi rdeče barve, ter plodovi črne redkve in čebule. Pogostejše 
so hidroksicimetne kisline, v to podskupino pa uvrščamo p-kumarno, ferulinsko, kofeinsko 
in sinapinsko kislino (Pandey in Rizvi, 2009). 
 
2.2.4 Antociani 
 
Med seboj se razlikujejo po številu in položaju hidroksilnih in metoksilnih skupin na 
osnovnem skeletu antocianidina. Obstaja več kot 600 antocianov, ki se pojavljajo v naravi. 
Najbolj razširjeni so: cianidin, delfinidin, petunidin, peonidin in pelargonidin. Pigmentacija 
jabolka je odvisna od koncentracije antocianinskih pigmentov. Glavni pigment, ki je 
odgovoren za rdečo barvo je cianidin-3-galaktozid. S pomočjo kolorimetra, lahko ocenimo 
približne koncentracije antocianov v jabolku, ker je korelacija zelo dobra. Vsebnost 
antocianov je odvisna predvsem od vsebnosti ogljikovih hidratov, ki nastanejo med 
fotosintezo in presnovo glukoze v jabolčnih listih in se kasneje prenesejo na plod. Sinteza 
antocianov je torej tesno povezana z metabolizmom in stopnjo zrelosti sadja. Med rastjo so 
koncentracije antocianov v lupini jabolk nizke, potem pa se ob zorenju povišajo. 
Koncentracija antocianov izrazito naraste dva tedna pred zrelostjo plodov. Na sintezo 
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antocianov v plodovih vplivajo različni biotski in abiotski dejavniki, kot so svetloba, 
temperatura, hormoni, hranila in sorta jabolk (Matsuoka, 2019). 
 
2.2.4.1 Svetlobno obsevanje jabolk pred skladiščenjem in povečanje sinteze antocianov 
 
Količina sintetiziranih antocianov je tesno povezana s količino prejete svetlobe. Tam, kjer 
je sončna stran jabolka, je lupina jabolka bolj rdeča, kot na senčni strani. Torej je položaj 
plodu na drevesu zelo pomemben. Plodovi, ki rastejo na zunanjem delu krošnje so 
izpostavljeni tudi do 30x večjemu obsevanju, kot plodovi v notranjosti drevene krošnje. Prav 
tako je velika razlika v temperaturi. Jabolka na zunanjem delu drevesne krošnje, imajo za 10 
°C toplejšo površino, kot jabolka v notranjosti krošnje. Največje razlike so opažene tik pred 
tehnološko zrelostjo jabolk. Za izboljšanje barve so razvite celo tehnike gojenja jabolk, ki 
spodbujajo sintezo antocianov in povečajo rdečo barvo jabolk. Liste, ki bi plodove 
prekrivali, odstranijo že pred zorenjem plodov. Poleg tega pripomore k bolj rdeči jabolčni 
lupini tudi obrezovanje, podstavljanje podpornih stebel in dodatek odsevnih filmov. Le ti naj 
bi povečali vstop svetlobe v krošnjo s 30 % dnevne svetlobe na 50-86 % dnevne svetlobe. 
Sinteza antocianov je odvisna tudi od tega, ali je prisotna svetloba ultravijoličnega B (UVB) 
vidnega spektra. UVB in bela fluorescenčna svetloba sta bistvenega pomena za kopičenje 
antocianov, ne glede na temperaturo. Največjo sintezo antocianov je zaznati ob 
sinergističnem delovanju UVB in bele fluorescenčne svetlobe (Matsuoka, 2019). 
 
2.2.5 Vpliv skladiščenja na obstojnost fenolnih spojin v jabolku 
 
Matthes in Schmitz-Eiberger (2009) sta raziskovali vpliv različnih načinov skladiščenja 
jabolk  na vsebnost fenolnih spojin in njihov antioksidativni potencial. Skladiščenje  pri 1°C, 
4,5 mesecev je povečalo antioksidativni potencial in vsebnost fenolnih spojin pri sortah 
Topaz, Mairac, Wellant, Golden Delicious in Honeycrisp, glede na vsebnost fenolnih spojin 
v jabolkih skladiščenih pri sobni temperaturi. Do povečanja antioksidativnega potenciala ni 
prišlo le pri sorti Pinova. Pri skladiščenju jabolk pri 1,5 °C in v atmosferi, ki je vsebovala 
1,2 % O2 ter 2,5 % CO2, se je vsebnost fenolnih spojih le malenkost povišala, pri vseh 
predhodno naštetih sortah. Skladiščenje jabolk pri 20 °C, 2 tedna, ni pokazalo nobenih 
sprememb v vsebnosti fenolnih spojin pri sortah Golden Delicious, Pinova, Mairac, in Honey 
crisp, med tem, ko se je pri sorti Topaz, vsebnost fenolnih spojin med skladiščenjem 
zmanjšala za 50 %. Te razmere naj bi ponazarjale realno sliko, kako potrošnik skladišči 
kupljena jabolka. 
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2.3 BAKTERIJE VRSTE E. coli IN PROTIMIKROBNO DELOVANJE FENOLNIH 
SPOJIN 
 
2.3.1 Modelni mikroorganizem 
 
Bakterije vrste E. coli so po Gramu negativne, nesporogene bakterije, paličaste oblike in so 
naravno prisotne v črevesju človeka in drugih vretenčarjev. Spadajo v družino 
Enterobacteriaceae (Poolman, 2017). Celice bakterij vrste E. coli so široke od 1,1 do 1,5 µm 
in dolge od 2 do 6 µm. Lahko so gibljive in negibljive, odvisno od tega ali izražajo gen za 
polarno flagelo. Številni sevi poleg flagele izražajo tudi pile, beljakovinske strukture, ki 
igrajo glavno vlogo pri pritrditvi bakterije na površino, vključno z drugimi celicami ali tkivi 
gostitelja. Optimalna temperatura za rast bakterij vrste  E. coli je od 35 do 40 °C. Najnižja 
temperatura kjer so še zaznali rast je bila 7 °C, najvišja pa 46 °C. Optimalen pH za njeno 
rast je 6-7. Minimalna vrednost aw, pri kateri še rastejo je 0,95 (Desmarchelier, 2016). Je 
fakultativno anaerobna bakterija, ki ne proizvaja encima oksidaze in kaže veliko raznolikost 
v fenotipu in genotipu. Njen genom se nenehoma spreminja, zaradi številnih genskih delecij 
in insercij. Velikost genoma nepatogenih sevov je približno 4,6 milijona baznih parov, 
medtem ko je velikost genoma patogenih sevov okrog 5,4 milijona baznih parov 
(Desmarchelier, 2016). Jedrni genom obsega 2000 genov, preostal genom pa določa vrstne 
posebnosti in odpornost proti antibiotikom. Sevi so lahko komenzalni ali patogeni. Pri 
patogenih sevih najdemo gene, povezane z virulenco, na daljših odsekih genoma, ki jih 
imenujemo otoki patogenosti (Poolman, 2017).  Nekatere glavne bolezni, ki jih povzročajo 
bakterije vrste E. coli so: okužbe sečil, driska in sepsa (Desmarchelier, 2016). 
 
Bakterije vrste E. coli imajo na svoji celični steni lipopolisaharidne antigene, ki so specifični 
za določen sev. Danes je prepoznanih že najmanj 188  antigenov O in vsaj 53 antigenov H, 
oziroma flagel. Poznamo tudi različne kapsularne, oziroma antigene K. Bakterije vrste E. 
coli serotipiziramo ravno na podlagi antigenov O, H in K. Serotipizacija na podlagi 
antigenov je poleg raziskovanja virulence in sekvenciranja genoma koristno epidemiološko 
orodje (Desmarchelier, 2016). Lahko jih razvrstimo v tri družine: komenzalni organizmi, ki 
jih običajno najdemo v prebavilih zdravih sesalcev in ne povzročajo okužb, sevi, ki 
povzročajo gastrointestinalne okužbe (enteropatogene E. coli (EPEC), enterohemoragične 
E. coli (EHEC), enterotoksigene E. coli (ETEC), enteroagregativne E. coli (EAEC), 
enteroinvazivne E. coli (EIEC) in difuznoadherentne E. coli (DAEC), ter sevi, ki povzročajo 
zunaj-črevesne okužbe (ExPEC) (Poolman, 2017). 
 
Na splošno velja, da večina patogenih sevov E. coli povzroča omejen obseg kliničnih 
simptomov in jih je mogoče enostavno razvrstiti glede na prisotnost ali odsotnost ključnih 
dejavnikov virulence, vendar pa razlike med patotipi niso jasno določene in obstaja veliko 
prekrivanje spektra okužb, ki jih povzročajo nekateri patotipi (Poolman, 2017).  
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2.3.2 Protimikrobno delovanje fenolnih spojin 
 
Protimikrobno delovanje fenolnih spojin, ki se pojavljajo v živilih rastlinskega izvora in 
zdravilnih rastlinah, je bilo obsežno raziskano proti širokem spektru mikroorganizmov. Med 
najbolj raziskane fenolne spojine sodijo flavan-3-oli, flavonoli in tanini, predvsem zaradi 
širokega spektra in večjega protimikrobnega delovanja v primerjavi z drugimi fenolnimi 
spojinami, ter sposobnosti zmanjšanja nekaterih virulentnih dejavnikov (Daglia in sod., 
2012).  
 
Slika 3: Protimikrobno delovanje različnih fenolov (Daglia in sod., 2012). 
 
Kako fenolne spojine vplivajo na inhibicijo bakterij, ni točno znano. Mehanizmi, ki naj bi 
vplivali na inhibicijo bakterij so:  tvorba kovalentne vezi z mikrobnimi membranami, encimi, 
adhezini in proteini celične ovojnice (Papuc in sod., 2017). Opisanih je bilo več možnih 
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mehanizmov protibakterijske aktivnosti: interakcije z bakterijskimi beljakovinami in 
strukturami celične stene lahko povzročijo poškodbe citoplazemskih membran, zmanjšajo 
permeabilnost membrane, zavirajo sintezo nukleinske kisline, sintezo celične stene ali 
vplivajo na energijski metabolizem. Lahko pa zavirajo tudi razvoj in delovanje biofilma, 
tako, da vplivajo na celično komunikacijo (QS) (Slobodnikova in sod., 2016). Vplivajo lahko 
tudi na keliranje železa, ki je ključnega pomena za življenje skoraj vseh bakterij (Papuc in 
sod., 2017). 
 
Do sedaj znane fenolne spojine, ki protimikrobno učinkujejo na bakterije vrste E. coli so: 
kumarin, naringenin, hesperdin, neohesperdin, neoeriocitrin, apigenin, krisin, luteolin, 
nobiletiln, sinensitin, kvercetin, kvercetrin, kampferol, rutin, genistein, katehin, galska 
kislina, elagična kislina in tanična kislina (Slobodnikova in sod., 2016). 
 
2.3.2.1 Poškodbe celične membrane 
 
Večina fenolnih spojin iz jabolk naj bi povzročilo poškodbe bakterijske celične membrane, 
kar posledično povzroči zaviranje rasti in razmnoževanja bakterij. Najbolj znana 
povzročitelja poškodb, ki sta prisotna v jabolku sta klorogenska kislina in kvercetin. Vsak 
od njiju vpliva na poškodbe celične membrane. Pri različnih  organizmih, lahko to zaznamo  
z različnimi metodami (Rempe in sod., 2017). Fenoli imajo lahko interakcije z beljakovinami 
in fosfolipidi iz membranskega dvosloja. Te interakcije povzročijo večjo prepustnost 
membrane, vplivajo na fluidnost membrane, vplivajo na celično dihanje, ter motijo procese 
prenosa ionov. Dokazano je, da se lahko poškodujeta tako zunanja, kot notranja membrana, 
s tem pa se poveča prepustnost za manjše molekule. Možne interakcije fenolnih spojin s 
komponentami celične stene in plazemske membrane gram-negativnih in gram-pozitivnih 
bakterij so prikazane na sliki 3 (Papuc in sod., 2017). 
 
 
Slika 4: Možne interakcije fenolnih spojin z Gram pozitivnimi in Gram negativnimi bakterijami (Papuc in sod., 
2017).  
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Večinoma je klorogenska kislina glavna fenolna spojina v vseh sortah jabolk. Je dober 
odstranjevalec prostih radikalov, študije pa so pokazale, da ima velik vpliv na zdravje. 
Preprečevala naj bi številne bolezni, kot so rak, diabetes in bolezni srca in ožilja (Kalinowska 
in sod., 2014). Poleg antioksidativnih in zdravilnih učinkov, pa deluje tudi protibakterijsko. 
Poškoduje celično membrano pri bakterijah vrst: Streptococcus pneumoniae, 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Shigella dysenteriae in 
Salmonella typhimurium. Poškodbo celične membrane, lahko zaznamo preko spremembe 
znotrajceličnega pH, iztoka celičnih komponent, spremembe membranskega potenciala in z 
mikroskopiranjem (Rempe in sod., 2017). 
 
V jabolčnih lupinah  je prisoten predvsem kvercetin. Raziskave so pokazale, da so imela 
jabolka brez lupine manjše antioksidativne lastnosti, kot jabolka z lupino. Ugotovljeno je 
bilo, da kvercetin zmanjšuje celice mutante v p53, ki povzročajo raka dojk, zaustavlja 
človeške T celice, zavira tirozin kinazo in proteine toplotnega šoka (Boyer in Liu, 2004). 
Poleg tega pa ima nekatere protimikrobne sposobnosti. Poleg tega, da lahko poškoduje 
celično membrano, deluje predvsem na molekularnem nivoju. Inhibira DNA-girazo, 
inaktivira celično izločanje tipa III, dehitratazo (HpFabZ) in protein kinazo. Vsi mehanizmi 
so bili uspešno preizkušeni na modelni membrani bakterij vrst Escherichia coli in 
Helicobacter pylori (Rempe in sod., 2017). 
 
2.3.2.2 Zaviranje tvorbe biofilma 
 
Borges in sod. (2012), so z določitvijo proste energije bakterijske adhezije, proučevali, kako 
galna in ferulinska kislina vplivata na bakterijsko adhezijo pri bakterijah vrst E.coli, P. 
aeruginosa, S. aureus in L. monocytogenes. Ugotovili so, da je adhezija zmanjšana pri gram-
pozitivnih bakterijah, kadar so bili izpostavljeni tako galni, kot ferulinski kislini. Prav tako 
sta zavirali gibljivost bakterij in tvorbo biofilma.  
 
V zadnjih letih je bilo narejenih veliko študij, ki opisujejo pomembnost zaznavanja kvoruma 
(QS) oziroma komunikacije med celicami, ter med celicami in zunajceličnimi kemijskimi 
signali, katerih koncentracija je povezana z gostoto mikrobne populacije. Zaznavanje 
kvoruma je zelo pomembno tudi med tvorbo biofilma. Veliko študij je pokazalo, da rastlinski 
izvlečki vplivajo na zaznavanje kvoruma pri številnih bakterijah (Papuc in sod., 2017). 
Zhang in sod. (2014) so dokazali, da izvleček, pridobljen iz japonskega šipka (Rosa rugosa), 
ki je zelo bogat s fenoli, zavira zaznavanje kvoruma, gibljivost in tvorbo biofilma pri 
bakterijah vrst E. coli in P. aeruginosa, ter predlagali, da bi se lahko izvleček uporabljal kot 
naravno sredstvo za preprečevanje biofilma, povečanje roka uporabnosti in varnosti hrane. 
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2.3.2.3 Regulacija proteinov 
 
Zaviranje sinteze proteinov je eden izmed glavnih mehanizmov protibakterijskega delovanja 
fenolov (Papuc in sod., 2017). Ulrey in sod. (2014) so ugotovili, da je brusnični ekstrakt pri 
bakterijah vrste P. aeruginosa vplival na sintezo dveh proteinov, vpletenih v sintezo ATP, 
citokroma C, proteine Top A, Rp1C in Mdf, ki so vključeni v sintezo DNA in RNA, ter na 
podenote acetil-CoA karboksilaze. Arima in sod. (2002), so dokazali, da naj bi floretin, 
flavonoid, ki se je nahajal v izvlečku iz jabolk, preprečeval tvorbo biofilma pri bakterijah 
vrste E. coli, ravno z regulacijo genov (csgA in csgB), ki kodirajo kodraste proteine (ang. 
Curli protein) in so zelo pomembni za nastanek biofilma. Ulanovsak in sod. (2006) pa so v 
svoji študiji ugotovili, da fenoli sploh ne vplivajo na sintezo DNA, RNA in proteinov. 
 
2.3.3 Protimikrobno delovanje fenolnih spojin proti bakterijam vrste E. coli 
 
Protibakterijsko delovanje fenolnih spojin, naj bi se proti bakterijam vrste E. coli,  zmanjšalo 
v naslednjem vrstnem redu: flavonoidi > polimetoksiflavoni > izoflavonoidi (Papuc in sod., 
2017). Cueva in sod. (2010) so proučevali odziv na rast ( % inhibicije) treh sevov bakterij 
vrste E. coli, v prisotnosti fenolnih kislin v koncentracijah od 62,5 do 1000 mg/ml. 
Občutljivost na fenolne spojine je bila odvisna od sevov. Izkazalo se je, da so nepatogeni 
sevi bolj odporni na fenolne spojine, kakor patogeni. Predpostavili so, da je temu tako zato, 
ker so lahko del normalne mikrobiote živali in morajo biti zato bolj odporni na te fenolne 
spojine. Za zaviranje rasti so bile potrebne predvsem višje koncentracije fenolnih spojin.  
 
Protimikrobno delovanje fenolnih spojin je bilo odvisno tudi od strukture, oziroma od 
substitucije njihovih benzenskih obročev in stranskih verig. Benzojska, fenilocetna in 
fenilpropionska kislina so bile najbolj aktivne in so dosegle 100 % inhibicijo patogenih 
sevov E. coli. Nekatere testirane fenolne spojine kot so katehin in epikatehin, niso pokazale 
zaviralnih učinkov, zato se zdi, da fenolne kisline kažejo večjo protimikrobno aktivnost proti 
sevom E. coli, kot njihovi prehranski predhodniki (Cueva in sod., 2010). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali bakterije vrste Escherichia 
coli ŽMJ370 (ATTC 11229). 
 
3.1.2 Bakterijska gojišča 
 
Za mikrobiološke preiskave, smo uporabljali komercialna mikrobiološka gojišča, 
pripravljena po navodilih proizvajalcev (Preglednica 2). 
 
Preglednica 2: Mikrobiološka gojišča, uporabljena pri eksperimentalnem delu. 
Gojišče Oznaka in proizvajalec 
Triptični sojin agar TSA, angl. Tryptone Soy Agar, Biolife 4021502, 
Milano, Italija 
Triptični sojin bujon TSB, angl. Tryptone Soy Broth, Biolife, 4021552, 
Milano, Italija 
Fiziološka raztopina Merck, 1.04873.0250, Darmstadt, Nemčija 
Fosfatni pufer s soljo PBS, angl. Phosphate Buffered Saline, BR0014, 
Oxoid, ZDA 
 
 
3.1.3 Kemikalije 
 
Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali kemikalije navedene v 
Preglednici 3. 
 
Preglednica 3: Seznam kemikalij, uporabljenih pri eksperimentalnem delu. 
Kemikalija 
Bidestilirana voda (ddH2O), Millipore 
Glukoza, Sigma-Aldrich 16325, Steinheim, Nemčija 
1 % kristal vijolično 
96 % žveplova kislina (H2SO4) 
5 % fenol, Merck, Nemčija 
Bradfordov reagent 
96 % etanol, Merck  1.00983.1000, Nemčija 
70 % etanol, Merck  1.00983.1000, Nemčija 
INT (iodonitrotetrazolijev klorid) 
Folin-Ciocalteau reagent, Sigma – Aldrich, ZDA 
20 % Na2CO3, Merck, Nemčija 
Galna kislina, Sigma, ZDA 
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3.1.4 Laboratorijska oprema 
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali laboratorijsko opremo in naprave, ki so 
predstavljeni v Preglednici 4. 
 
Preglednica 4: Laboratorijska oprema in naprave, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu. 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Avtoklav  Tip 500x700, Sutjeska, Jugoslavija 
Avtoklav 1-61-17, Sutjeska, Jugoslavija 
Digestorij Tip 382 
Mikrobiološka komora Iskra PIO, SMBC 122 AV, Slovenija 
Inkubator Kambič, tip 1-105 CK, Slovenija 
Hladilnik LTH, Slovenija 
Mešalo (namizno) Yellowline, TTS 2, tip T, Nemčija 
Tehtnica Mettler toledo AB204-S, Švica 
Analitska tehtnica Mettler toledo PB1502-S/A, Švica 
Sušilnik Philips SalonDry Compact, Nizozemska 
Stresalnik Thermo Scientific, Compact digital mini rotator, Koreja 
Centrifuga Centric 3000 R 
Centrifuga Avanti JXN-26 Series, Beckman 
Čitalec mikrotitrskih plošč Thermo Scientific, Varioskan LUX, Finska 
Zmrzovalnik Candy, Italija 
UV-VIS spektrofotometer Lambda Bio Perkin Elmer, VB 
 
Uporabljali smo še pipete (Eppendorf, Nemčija), plastične petrijevke (Labortehnika Golias, 
Slovenija), plinski gorilnik (USBECK, Nemčija), cepilne zanke, mikrocentrifugirke 
(Eppendorf, Nemčija), sterilne steklene epruvete, sterilne steklene čaše, parafilm (American 
National Can), merilne valje, mikrotitrske ploščice (Termo Fischer Scientific, ZDA) in 
steklene bučke. 
 
3.1.5 Vzorci jabolk 
 
Uporabili smo jabolka sorte Angold (Malus domestica 'Angold'), ki smo jih pridobili na 
Katedri za tehnologijo rastlinskih živil in vino, ki v času rasti niso bila tretirana z 
fitokemikalijami.  
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3.1.6 Ekstrakti jabolčnih lupin 
 
Ekstrakti jabolčnih lupin so bili pridobljeni iz sveže obranih jabolk in jabolk, ki so bila 18 
dni skladiščena v komori z svetlobo valovne dolžine (λ) 420 nm in drug del v komori s 
svetlobo z λ 450 nm pri temperaturi 10 °C. Kontrolna skupina jabolk je bila skladiščena 18 
dni v temi, pri 10 °C (Preglednica 5). 
 
Ekstrakte jabolčnih lupin je pripravila kolegica Sara Goršek z ekstrakcijo s 70 % etanolom 
v laboratoriju Katedre za tehnologijo rastlinskih živil in vina. 
 
Najprej smo stehtali čašo, v katero smo kasneje dali vzorec. Po tehtanju smo jo položili v 
tekoči dušik. Jabolka smo obrisali s papirjem, nato pa smo jih začeli lupiti. Jabolčne lupine 
smo dali v tarilnico, z dodanim tekočim dušikom. Dovoljšno količino jabolčnih lupin smo 
strli do mokaste strukture. Čašo smo ponovno stehtali in odšteli maso prazne čaše. Nato smo 
jabolčnim lupinam dodali 70 % etanol, v razmerju 1:3. Mešanico smo prelili v falkonke (50 
ml) in jih stresali na stresalniku, 1 minuto. Ovili smo jih v folijo, saj so nekateri fenoli 
občutljivi na svetlobo. Sledila je ekstrakcija, 30 minut, pri sobni temperaturi. Po 30 minutah, 
smo falkonke zopet stresali na stresalniku, 1 minuto in jih centrifugirali; (10 minut pri 3000 
rpm, pri 10 °C). Supernatant smo ohranili in ga filtrirali (velikost por filtra: 0,45 µm). Iz 6 
jabolk smo dobili 50 ml ekstrakta. Ekstrakte smo potem dali na vakuumsko centrifugo 
(program 69, za etanol in vodo); 5 ml ekstrakta v 10 epruvet. Ekstrakt je bil desetkrat 
koncentriran. Ekstraktu smo po vakuumski centrifugi dodali 1,5 ml 70 % etanola, ga stresali 
na Vortexu ter dali za 1 minuto v ultrazvočno kopel. Ekstrakte smo skladiščili pri -80 °C. 
 
Preglednica 5 : Poimenovanje in opis jabolčnih ekstraktov. 
Poimenovanje Opis 
Ekstrakt 0 Pripravljen iz jabolčne lupine jabolk pred 
skladiščenjem. 
Ekstrakt 420 Pripravljen iz jabolčne lupine jabolk, ki so bila 18 
dni skladiščena, pri svetlobi valovne dolžine 420 nm, 
pri 10 °C. 
Ekstrakt 450 Pripravljen iz jabolčne lupine jabolk, ki so bila 18 
dni skladiščena, pri svetlobi valovne dolžine 450 nm, 
pri 10 °C. 
Ekstrakt tema Pripravljen iz jabolčne lupine jabolk, ki so bila 18 
dni skladiščena, v temi, pri 10 °C. 
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V Preglednici 6 so predstavljene povprečne vrednosti suhe mase jabolčnih ekstraktov. 
Preglednica 6: Povprečna suha masa jabolčnih ekstraktov po odparitvi ekstrakcijskega topila. 
 Ekstrakt 0 Ekstrakt 420 Ekstrakt 450 Ekstrakt tema 
m (mg) 160±1 175±1 171±1 179±1 
 
Legenda: Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin 
jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih 
lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt 
jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi.  
 
V Preglednici 7 so predstavljene masne koncentracije (mg/ml) jabolčnih ekstraktov 
izračunanih po formuli (1). 
 
𝑀𝑎𝑠𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐. 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑡𝑎 𝑢𝑝𝑜𝑟𝑎𝑏𝑙𝑗𝑒𝑛𝑎 𝑧𝑎 𝑒𝑘𝑠𝑝. 𝑑𝑒𝑙𝑜 =
(𝐶𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟.(
𝑚𝑔
𝑚𝑙
)∗𝑉𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟.(𝑚𝑙))
𝑉𝑇𝑆𝐵 (𝑚𝑙)+𝑉 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟.(𝑚𝑙)
                  …(1) 
 
Legenda:  
Masna konc. ekstrakta uporabljena za eksp. Delo: masna koncentracija (mg/ml) uporabljena 
za eksperimentalno delo; 
Cekstr. : povprečna koncentracija ekstrakta;  
Vekstr.: volumen dodanega ekstrakta; 
VTSB:volumen dodanega TSB. 
 
Preglednica 7: Masna koncentracija jabolčnih ekstraktov uporabljena za eksperimentalno delo. 
Volumsko-
volumski 
odstotek 
% vol. 
 Masna 
koncentracija 
ekstrakta 
(mg/ml) 
  
 Ekstrakt 0 Ekstrakt 420 Ekstrakt 450 Ekstrakt tema 
25 26,75 29,25 28,5 29,75 
12,5 13,13 14,63 14,25 14,88 
6,25 6,56 7,31 7,13 7,44 
3,13 3,23 3,66 3,56 3,72 
1,56 1,64 1,83 1,78 1,86 
0,78 0,82 0,91 0,89 0,93 
 
Legenda: Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin 
jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih 
lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt 
jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi; % vol.; volumsko-volumski odstotki, oziroma 
koncentracija uporabljenega ekstrakta. 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava bakterij vrste E. coli 
 
Bakterije vrste E. coli smo  iz krio-epruvet, ki so bile shranjene pri – 20 °C, prenesli na 
gojišče TSA. Inokulum, ki smo ga uporabili za nadaljnje poskuse, smo naredili tako, da smo 
eno kolonijo iz gojišča TSA prenesli v 4 ml TSB in suspenzijo 5 ur inkubirali pri 37 °C, na 
stresalniku (120 obratov/minuto). To suspenzijo smo razredčili, do koncentracije 105 
CFU/ml. 
 
3.2.2 Določitev pH jabolčnih ekstraktov 
 
pH jabolčnih ekstraktov je bil izmerjen s strani Maje Dragutinović v Laboratoriju katedre za 
tehnologije, prehrano in vino, na Oddelku za živilstvo, Biotehniške fakultete. 
 
3.2.3 Določitev fenolnih spojin v jabolčnih ekstraktih 
 
Za merjenje fenolnih spojin v ekstraktih smo uporabili metodo, povzeto po protokolu, ki sta 
ga ustvarila Singleton in Rossi (1965). Princip metode temelji na oksidaciji fenolnih spojin 
s Folin-Ciocalteau-jevim reagentom, v alkalni raztopini. Nastanejo modro obarvane spojine, 
ki jim izmerimo absorbanco pri 765 nm. Odčitano vrednost absorbance, smo uporabili za 
oceno koncentracije skupnih fenolov izraženo kot mg galne kisline/l jabolčnega ekstrakta. 
Poleg fenolov, s Folin-Ciocalteau-jem reagentom, reagirajo tudi drugi antioksidanti, zato je 
to potrebno upoštevati pri končni interpretaciji rezultatov.  
 
Naredili smo umeritveno krivuljo. Kot standard smo vzeli galno kislino, v koncentracijah: 3 
mg/l, 15 mg/l, 30 mg/l, 75 mg/l in 150 mg/l. 
 
Za izris umeritvene krivulje za kvantifikacijo fenolnih spojin smo izračunali naslednje 
parametre: 
- povprečna absorbnca slepega vzorca (A slepega vzorca ).  
- razlika absorbanc posameznih vzorcev (ΔA), pri čemer smo absorbanci vzorca 
odšteli povprečno absorbanco slepega vzorca, 
- povprečna razlika absorbanc (ΔĀ), ki smo jo izračunali kot povprečje razlik 
absorbanc posameznih vzorcev. 
 
Ekstrakte smo v razmerju 1:50 razredčili z metanolom. V centrifugirke smo odpipetirali 0,2 
ml metanolne frakcije vzorca. Temu smo dodali 2,54 ml raztopine Folin-Ciocalteau.-jevega 
reagenta, ter 0,42 ml N2CO3. To mešanico smo pustili v temi, na sobni temperaturi 60 minut. 
Po pretečenem času, smo mešanico premešali, jo prenesli v kiveto in izmerili absorbanco z 
UV-VIS spektrofotometrom, pri 765 nm. Vrednostim smo odšteli absorbanco slepega 
vzorca. Slepi vzorec je vseboval 2,54 ml raztopine Folin-Ciocalteau.-jevega reagenta, 0,42 
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ml N2CO3, ter 0,2 ml ddH2O. Koncentracijo skupnih fenolnih snovi v ekstraktih smo 
izračunali iz enačbe umeritvene krivulje (Slika 5). 
 
 
3.2.4 Določitev protibakterijske aktivnosti jabolčnih ekstraktov 
 
Jabolčnim ekstraktom (3.1.6) smo določili protibakterijsko aktivnost z metodo 
razredčevanja v mikrotitrski ploščici. Uporabili smo bakterije vrste E. coli (3.2.1). 
Delovno raztopino jabolčnega ekstrakta smo pripravili tako, da smo zmešali 200 µl 
jabolčnega ekstrakta in 200 µl gojišča TSB. Koncentracija delovne raztopine je bila 50 % 
vol. V vse luknjice v mikrotitrski ploščici, razen v prvo vrstico, smo dali 50 µl TSB. V 
luknjice prve vrstice smo dali 100 µl delovne raztopine jabolčnega ekstrakta. Nato smo 
prenesli po 50 µl delavne raztopine v naslednjo vrstico, dobro premešali, vzeli 50 µl vzorca 
iz druge vrstice, prenesli naprej in to ponovili vse do zadnje vrstice. 50 µl iz zadnje vrstice 
smo zavrgli. 
 
Nato smo v vse luknjice na mikrotitrski plošči odpipetirali 50 µl bakterij vrste E. coli 
Negativna kontrola je bila sestavljena iz 50 µl gojišča TSB in 50 µl bakterij vrste E. coli, 
negativna kontrola gojišča je vsebovala 100 µl gojišča TSB. 
 
Preglednica 8: Načrt mikrotitrske ploščice, za določitev protibakterijskega delovanja jabolčnega ekstrakta z 
bakterijami vrste E. coli. 
 1 
E.0 
2  
E.0 
3  
E.420 
4 
E.420 
5 
E.450 
6 
E.450 
7 
E.T 
8 
E.T 
9 
EtOH 
10 
EtOH 
11 
P 
12 
NR 
A 25 25 25 25  25 25 25 25 17,5 17,5 P NR 
B 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 8,75 8,75 P NR 
C 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 4,38 4,38 P NR 
D 3,13 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 2,19 2,19 P NR 
E 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,09 1,09 P NR 
F 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78 0,55 0,55 P NR 
G 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,27 0,27 P NR 
H 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,14 0,14 P NR 
 
Legenda: Številka (A1 do H10): koncentracija jabolčnega ekstrakta (% vol.); E: Ekstrakt; E.T: Ekstrakt; EtOH: 
Dodatek etanola v istih koncentracijah, kot je bil prisoten v ekstraktih; N: Negativna kontrola: rast bakterij v 
gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; NR: Negativna kontrola za rast, samo gojišče TSB. 
 
Borovšak M. Vpliv fenolnih spojin iz jabolka na bakterijsko adhezijo. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
22 
Mikrotitrsko ploščico smo inkubirali 24 ur pri 37 °C, dodali 10 µl reagenta INT, v 
koncentraciji 2 mg/ml, ki je metabolni indikator. Po 1 uri smo odčitali minimalno inhibitorno 
koncentracijo (MIC) % vol. MIC je bil v tistih luknjicah, kjer je bila barva vzorca rožnata, 
oziroma se kljub dodatku reagenta, barva vzorca ni spremenila. 
 
3.2.5 Določitev števila bakterij vrste E. coli z metodo štetja kolonij na gojišču TSA 
 
Za potrditev določitve protibakterijske aktivnosti jabolčnega ekstrakta smo v vzorcih iz 
mikrotitrske ploščice (3.2.4), ki so imeli vizualno slabše metabolno aktivne bakterije vrste 
E. coli, določili njihovo število z metodo štetja kolonij na gojišču TSA. Število bakterij  smo 
določili v vzorcih z 12,5 % vol., 6,25 % vol. in 3,13 % vol. jabolčnega ekstrakta. Ekstrakt 
450 in Ekstrakt tema smo preverili tudi v koncentraciji 1,56 % vol. To smo naredili ob času 
0 in po 24 urah. Po 24 urni inkubaciji gojišč pri 37 °C smo kolonije prešteli in izračunali 
število bakterij (N; CFU/ml). 
 
3.2.6 Vpliv jabolčnih ekstraktov na rast bakterij vrste E. coli 
 
Uporabili smo inokulum bakterij vrste E. coli (3.2.1) in mu dodali ustrezno koncentracijo 
jabolčnega ekstrakta (3.1.6) ter določali vpliv dodatka jabolčnega ekstrakta na rast bakterij. 
  
V mikrotitrsko ploščico smo v vsako luknjico, razen v zadnjo vrstico odpipetirali 50 µl 
gojišča TSB. V zadnjo vrstico smo odpipetirali 100 µl TSB, kot negativno kontrolo gojišča. 
V ostale luknjice smo nanesli 50 µl inokuluma z ustrezno koncentracijo jabolčnega 
ekstrakta. Koncentracije, ki smo jih nanesli so bile 12,5 % vol., 6,25 % vol. in 3,13 % vol. 
Negativna kontrola je bilo samo gojišče TSB, ter inokulum bakterij vrste E. coli, brez 
dodanega jabolčnega ekstrakta. Nanesli smo tudi kontrolo topila ekstrakta, kar je bil v našem 
primeru etanol, v ustreznih koncentracijah. Nato smo rast bakterij vrste E. coli določili z 24 
urnim merjenjem absorbance (600 nm) pri 37 °C. Ob koncu smo izrisali rastno krivuljo in 
ugotovili ali določena koncentracija ekstrakta vpliva na rast bakterij. 
 
Za izris rastne krivulje smo izračunali naslednje parametre: 
- povprečna absorbnca negativne kontrole (A negativne kontrole ), ki je bila narejena v MTP 
v 12 paralelkah tako, da v gojišče TSB nismo dodali bakterij, 
- razlika absorbanc posameznih vzorcev (ΔA), pri čemer smo absorbanci vzorca 
odšteli povprečno absorbanco negativne kontrole, 
- povprečna razlika absorbanc (ΔĀ), ki smo jo izračunali kot povprečje razlik 
absorbanc posameznih vzorcev. 
 
Ob koncu smo povprečne razlike absorbanc logaritmirali. Izrisali smo rastno krivuljo kot 
logaritmirane povprečne absorbance v odvisnosti od časa. Čas smo podali v urah (Priloge). 
Primerjali smo vrednosti izračunanih naklonov premic, ki so ponazarjali ekspotencialno fazo 
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bakterijske rasti. To je faza rasti bakterij, kjer celice rastejo in se delijo. Število celic se 
podvoji znotraj časovne periode. Naklon premic nam torej pove hitrost rasti bakterij. 
 
3.2.7 Vpliv jabolčnih ekstraktov na adhezijo bakterij vrste E. coli 
 
Uporabili smo bakterije vrste E. coli (3.2.1) in gojišče TSB, ki smo mu dodali 3,13 % vol., 
1,56 % vol. in 0,78 % vol. jabolčnega ekstrakta (3.1.6). Kot vzorec negativne kontrole smo 
bakterijam vrste E. coli dodali gojišče TSB. Slepi vzorec je vseboval samo gojišče TSB. V 
mikrotitrsko ploščico smo dali po 200 µl vsakega vzorca in jo inkubirali 48 ur pri 37 °C. 
 
Adherirane celice bakterij vrste E. coli smo določili z barvanjem s kristal vijoličnim 
(Kurinčič in sod., 2016). Po inkubaciji smo mikrotitrsko ploščico 3x spirali z destilirano 
vodo. Adherirane celice bakterij smo fiksirali na površino s sušenjem s sušilnikom pri 
približno 60 oC. Po sušenju smo dodali 200 µl, 1 % barvila kristal vijolično. Ploščico smo 
inkubirali 15 minut pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo barvilo dobro sprali iz luknjic, 
ter ploščico zopet posušili s sušilnikom. Nato smo v vsako luknjico dodali še 200 µl 96 % 
etanola in ploščico 5 minut stresali na stresalniku. Po stresanju smo izmerili absorbanco pri 
584 nm.  
 
Za merilo bakterijske adhezije, določene z metodo barvanja s kristal violetom, smo iz 
izmerjenih absorbanc izračunali naslednje parametre: 
 
- povprečna absorbanca slepega vzorca (Ā slepega vzorca), ki je bila narejena v MTP v 12 
paralelkah, tako, da v gojišče TSB nismo dodali bakterij, 
- razlika absorbanc posameznega vzorca (ΔA), kjer smo absorbanci izmerjenega 
vzorca odšteli povprečno absorbanco slepega vzorca, 
- povprečna razlika absorbanc (ΔĀ), ki smo jo izračunali kot povprečje razlik 
absorbanc posameznih vzorcev (ΔA) Ta vrednost predstavlja končno stopnjo 
bakterijske adhezije. 
 
3.2.8 Vpliv jabolčnega ekstrakta na agregacijo bakterij vrste E. coli 
 
Bakterije vrste E. coli smo centrifugirali pri 6000 rpm, 15 min pri 20 °C, odlili supernatant 
ter pelet resuspendirali v 10 ml PBS, resuspendirali. S tem postopkom smo sprali gojišče, 
tako da smo dobili samo čiste celice. Postopek smo ponovili 2x. 
 
Čistim celicam smo dodali 3,13 % vol., 1,56 % vol. in 0,78 % vol. jabolčnega ekstrakta 
(3.1.6). Kot kontrolni vzorec smo uporabili samo čiste celice. Slepi vzorec je vseboval samo 
PBS. Vzorce smo odpipetirali v ploščico in jo 24 ur inkubirali pri 37 °C. 
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Ob času 0 in 24 ur smo iz ploščice previdno odvzeli po 200 µl vsebine in jo prenesli v novo 
mikrotitrsko ploščico, ter izmerili smo absorbanco pri  600 nm. Agregacijo smo določili po 
formuli (4). 
 
𝐴𝑔𝑟. (%) = (1 − (
𝑂𝐷𝑡𝑥
𝑂𝐷𝑡0
)) ∗ 100                                                                                     …(2) 
  
Legenda: 
Agr.(%): agregacija (%) 
ODtx: izmerjena absorbanca pri 600 nm, ob času 24 ur, ki ji je bila odšteta izmerjena 
absorbanca slepega vzorca. 
ODt0: izmerjena absorbanca pri 600 nm, ob času 0 ur, ki ji je bila odšteta izmerjena 
absorbanca slepega vzorca. 
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3.2.9 Kvantitativno določanje prostih zunajceličnih polimernih snovi 
 
Zunajcelične polimerne snovi, ki jih proizvaja bakterija vrste E. coli smo določili po 
protokolu (Eboigbodin in Biggs, 2007).  
 
1 ml prekonočne kulture bakterije vrste E. coli (3.2.1) smo prenesli v 9 ml gojišča TSB. 
Dodali smo jabolčni ekstrakt v koncentracijah 3,13 % vol., 1,56 % vol. in 0,78 % vol. To 
suspenzijo smo 6 dni inkubirali pri 37 °C na stresalniku (120 obratov/minuto). Kontrolni 
vzorec je bila samo suspenzija bakterij vrste E. coli (3.2.1) in gojišča TSB. 
 
Po inkubaciji, smo suspenzijo centrifugirali (15 minut, 10000 rpm na 4 °C). Supernatant smo 
zavrgli, pelet pa dobro raztopili v 5 ml PBS. Raztopljeni pelet smo centrifugirali 30 min pri 
10000 rpm, pri 4 °C. Po centrifugiranju, smo supernatantu dodali 15 ml ohlajenega 96 % 
EtOH, (4 °C). Suspenzijo smo preko noči inkubirali  pri 4 °C. Nastali percipitat smo ločili s 
centrifugiranjaem, (15 min, 4000 rpm pri 4 °C). Po centrifugiranju smo supernatant zavrgli, 
pelet raztopili v ddH2O in shranili pri 4 °C za nadaljnje poizkuse. 
 
3.2.9.1 Določanje vsebnosti sladkorjev 
 
Sladkorje v EPS smo določali kvantitativno, preko fenol – žveplove metode (PSA), po 
protokolu, ki so ga razvili DuBois in sod. (1956). 
  
Za določitev sladkorjev in proteinov smo v mikrocentrifugirko odpipetirali 200 µl vzorca, 
pripravljenega v točki (3.2.9), mu dodali 200 µl hladnega 5 % fenola, ter 1 ml 96 % H2SO4. 
Slepi vzorec je vseboval samo glukozo in dodatek 5 % fenola, ter 96 % H2SO4. Suspenzijo 
smo inkubirali 15 min, pri sobni temperaturi. Za slepi vzorec smo namesto vzorca dodali 
ddH2O. Nato smo spektrofotometrično izmerili absorbanco pri 490 nm.  
 
Za izris umeritvene krivulje za kvantifikacijo sladkorjev smo izračunali naslednje parametre: 
- povprečna absorbnca slepega vzorca (A slepega vzorca ).  
- razlika absorbanc posameznih vzorcev (ΔA), pri čemer smo absorbanci vzorca 
odšteli povprečno absorbanco slepega vzorca, 
- povprečna razlika absorbanc (ΔĀ), ki smo jo izračunali kot povprečje razlik 
absorbanc posameznih vzorcev. 
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Količino sladkorja smo izračunali iz umeritvene krivulje za glukozo (Slika 6). 
 
3.2.9.2 Določanje vsebnosti proteinov 
 
Koncentracijo proteinov smo določali z Bradfordovo metod (Bradford, 1976).  
 
V luknjico mikrotitrske plošče, smo odpipetirali 4 µl vzorca pripravljenega v točki (3.2.9) in 
mu dodali 196 µl Bradfordovega reagenta, ki je bil shranjen pri 4 °C. Suspenzije smo 
inkubirali 15 min, na sobni temperaturi. Za slepi vzorec smo namesto vzorca dodali ddH2O. 
Po inkubaciji smo vzorcem spektrofotometrično izmerili absorbanco pri 595 nm. 
 
Za izris umeritvene krivulje za kvantifikacijo proteinov smo izračunali naslednje parametre: 
- povprečna absorbnca slepega vzorca (A slepega vzorca ).  
- razlika absorbanc posameznih vzorcev (ΔA), pri čemer smo absorbanci vzorca 
odšteli povprečno absorbanco slepega vzorca, 
- povprečna razlika absorbanc (ΔĀ), ki smo jo izračunali kot povprečje razlik 
absorbanc posameznih vzorcev. 
 
Količino proteinov smo izračunali iz enačbe umeritvene krivulje za proteine (Slika 7). 
 
3.2.10 Statistična obdelava podatkov 
 
Rezultati so bili urejeni s statistično metodo analize variance (test ANOVA). Test ANOVA 
temelji na primerjavi aritmetičnih sredin ter nam pove, ali se aritmetične sredine vzorčnih 
skupin med sabo statistično značilno razlikujejo. Kadar je statistično značilna razlika je 
p<0,05. 
 
Z ANOVO smo analizirali naslednje rezultate: karakterizacija jabolčnih ekstraktov (4.1), 
določitev protibakterijske aktivnosti jabočnih ekstraktov (4.2), določitev vpliva jabolčnega 
ekstrakta na adhezijo (4.3), določitev vpliva jabolčnega ekstrakta na agregativnost bakterije 
(4.4) in kvantitativno določanje EPS (4.5). 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 KARAKTERIZACIJA JABOLČNIH EKSTRAKTOV 
 
V jabolčnih ekstraktih smo določili fenolne spojine (3.2.3). Izračunali smo jih iz umeritvene 
krivulje (Slika 5). Povprečne koncentracije fenolnih spojin so prikazane v Preglednici 10. 
 
 
Slika 5: Umeritvena krivulja za kvantifikacijo fenolnih spojin. 
Legenda:  
Enačba umeritvene krivulje:  
𝑦 = 0,0087𝑥 − 0,0491                                                                                                  … (3) 
 
y: povprečna razlika absorbanc, ki jim je bil odštet slep vzorec; x: koncentracija (C); ΔĀ: 
Povprečna razlika absorbanc standardnih vzorcev, pri valovni dolžini 765 nm, ki ji je bil 
odštet slep vzorec; C: koncentracija (mg galne kisline/l). 
 
Preglednica 9: Parametra umeritvene krivulje za kvantifikacijo fenolnih spojin. 
Parameter C (mg/galne kisline/l) 
LOD 10,45  
LOQ 34,84  
 
Legenda: LOD: meja zaznavanja fenolnih spojin; LOQ: meja kvantifikacije fenolnih spojin; C: koncentracija. 
 
Mejo zaznavnosti (LOD) in mejo kvantifikacije (LOQ), smo določili po definiciji za izračun 
teh dveh parametrov (Miller in Miller, 1988). V območju od 0-150 mg galne kisline/l smo 
naredili umeritveno krivuljo. Korelacijski koeficient te premice je bil 0,9978, zato smo jo 
lahko uporabili za umeritveno krivuljo pri določanju LOD in LOQ. Za izračun LOD smo 
y = 0,0087x - 0,0491
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analizirali raztopino z najnižjo možno koncentracijo, ki je dala signal, različen od 0. To je 
bila koncentracija slepega vzorca. 
 
Izračunali smo LOD in LOQ na način: 
LOD = 3 × ssl 
LOQ = 10 × ssl 
ssl…standardni odmik 10 meritev slepega vzorca. 
 
Preglednica 10: Povprečne koncentracije fenolnih spojin v jabolčnih ekstraktih. 
 Ekstrakt 0 Ekstrakt 420  Ekstrakt 450 Ekstrakt tema 
Koncentracija (mg 
galne kisline/l 
ekstrakta) 
2450 ± 60a 2260 ± 230a 2090 ± 70b 3065 ± 10c 
 
Legenda: a, b, c: povprečne vrednosti, z različnimi oznakami se statistično značilno razlikujejo (p<0,05); 
Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so 
bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki 
so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, 
ki so bila 18 dni skladiščena v temi. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, katerim smo izračunali 
povprečno vrednost in jih uredili z ANOVO. 
 
Ugotovili smo, da čas skladiščenja vpliva na koncentracijo fenolnih spojin v jabolčnem 
ekstraktu 450 in jabolčnem ekstraktu tema (p<0,05). Koncentracija  fenolnih spojin se v 
jabolčnem ekstraktu 450 zmanjša in v jabolčnem ekstraktu tema - poveča, v primerjavi z 
jabolčnim ekstraktom pridobljenim iz svežih jabolk (Preglednica 10). V nadaljevanju nas je 
zanimalo, ali skladiščenje jabolk v svetlobi različnih valovnih dolžin vpliva na koncentracijo 
fenolnih spojin. Ugotovili smo značilno razliko med skladiščenjem v temi, ter skladiščenjem 
pri svetlobi valovne dolžine 420 nm in 450 nm. V slednjih primerih je skladiščenje pri 
svetlobi določene valovne dolžine vplivalo na zmanjšanje koncentracije fenolnih spojin 
(Preglednica 10), kar je v nasprotju s pričakovanimi rezultati.  
 
Skladiščenje jabolk v komori z vidno svetlobo naj bi imelo številne pozitivne učinke, na 
primer večji antioksidativni potencial, spremenjeno sestavo fenolnih spojin, spremenjeno 
barvo jabolčne lupine, vplivalo pa naj bi tudi na aromo jabolk. Fiskaa Hagen in sod. (2007) 
so primerjali koncentracijo fenolnih spojin v jabolčni lupini jabolk sorte Aroma, ki so rastla 
na prisojni in osojni strani drevesa. Izkazalo se je, da vsebujejo jabolka, ki so rastla na 
prisojni strani znatno več fenolnih spojin, kot tista na osojni. Po obiranju so obe skupini 
jabolk obsevali s svetlobo valovne dolžine vidnega spektra. Pri jabolkih, ki so rastla na osojni 
strani drevesa, se je vsebnost fenolnih spojin povečala (p<0,05), med tem ko pri jabolkih, ki 
so rastla na prisojni strani, obsevanje s svetlobo valovne dolžine vidnega spektra ni bilo 
razlike v vsebnosti fenolnih spojin pred in po obsevanju. Žal mi nimamo podatka ali so bila 
jabolka, ki smo jih uporabili za eksperimentalno delo obrana s prisojne ali osojne lege 
dreves, zato ne moremo direktno razpravljati o vplivu lege rasti na naše rezultate. Res pa je, 
da je ekstrakt, ki vsebuje največ fenolnih spojin, izraženih kot mg galne kisline/l ekstrakta, 
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ekstrahiran iz jabolk, ki so bila shranjena v temi, vsebnost fenolnih spojin v ekstraktih, 
ekstrahiranih iz jabolk, ki so bila shranjena na svetlobi, pa se je znižala v primerjavi s sveže 
obranimi jabolki.  
 
Preglednica 11: Vrednosti pH jabolčnih ekstraktov. 
 Ekstrakt 0 Ekstrakt 420  Ekstrakt 450 Ekstrakt tema 
pH 4,55 ± 0,00a 4,57 ± 0,00a 4,64 ± 0,00a 4,56 ± 0,01a 
 
Legenda: a: povprečne vrednosti, z enakimi oznakami se statistično značilno ne razlikujejo (p>0,05); Ekstrakt 
0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 
dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 
18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so 
bila 18 dni skladiščena v temi. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, katerim smo izračunali povprečno 
vrednost in jih uredili z ANOVO. 
 
V Preglednici 11 vidimo, da se vrednosti pH med posameznimi jabolčnimi ekstrakti ne 
razlikujejo. Vsi ekstrakti so rahlo kisli.  
 
Optimalni pH za fenolne spojine, ekstrahirane iz jabolčnih lupin je 5 (Chen in sod., 2011).  
 
Nekatere fenolne spojine, kot so kofeinska, galna in klorogenska kislina, pri visokih 
vrednostih pH niso stabilne  (Chen in sod., 2011). 
 
4.2 DOLOČITEV PROTIBAKTERIJSKE AKTIVNOSTI JABOLČNIH 
EKSTRAKTOV 
 
Z metodo razredčevanja v mikrotitrski ploščici (3.2.4) smo v prvem delu mikrobioloških 
preiskav določili protibakterijsko aktivnost jabolčnih ekstraktov kot minimalno inhibitorno 
koncentracijo (MIC). Vrednosti MIC za bakterije vrste E. coli so bile 6,25 % vol. za vse 
jabolčne ekstrakte. Če vrednosti MIC (% vol.) preračunamo v vsebnost fenolnih spojin v 
posameznem jabolčnem ekstraktu (Preglednica 10) vidimo, da so rezultati pričakovani, saj 
je bila vsebnost fenolnih spojin izraženih kot mg galne kisline v 1 ml jabolčnega ekstrakta v 
območju od 1,31 do 1,91 mg/ml. 
 
Preglednica 12: Minimalne inhibitorne koncentracije jabolčnih ekstraktov določene za bakterije vrste E. coli. 
 Ekstrakt 0 Ekstrakt 420 Ekstrakt 450 Ekstrakt tema 
MIC ( % vol.) 6,25 6,25 6,25 6,25 
MIC (mg galne ksl./ml) 1,53 1,39 1,31 1,91 
 
Legenda: MIC: minimalna inhibitorna koncentracija: Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih 
jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 
420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno 
dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi. V 
luknjicah, ker je bil bakterijam vrste E. coli, namesto ekstrakta, v skladnih koncentracijah dodan samo etanol 
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je bila ob dodatku reagenta INT vidna metabolna aktivnost. Zato smo sklepali, da sam etanol, kot topilo 
ekstrakta, ne vpliva na bakterijsko rast. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve. 
 
V nadaljevanju smo protibakterijsko aktivnost jabolčnih ekstraktov preverili tako, da smo 
določili število preživelih bakterij vrste E. coli po 24-urnem delovanju posameznega 
jabolčnega ekstrakta z metodo štetja kolonij na gojišču (Preglednica 13).  
 
V Preglednici 13 vidimo, da pred skladiščenjem (čas 0) ni bilo razlik med števili bakterij 
vrste E. coli in med tistimi vzorci, kjer je bil bakterijami vrste E. coli dodan jabolčni ekstrakt 
v katerikoli koncentraciji. Po 24 urah, so razlike v številih vidne. V vseh vzorcih, se ob 
dodatku 12,5 % vol. in 6,25 % vol. jabolčnega ekstrakta število bakterij zmanjša za eno 
potenco glede na vzorec v katerem so bakterije vrste E. coli dodane v gojišču TSB brez 
jabolčnega ekstrakta. Ob manjšem dodatku jabolčnega ekstrakta (3,13 % vol. in 1,56 % vol.), 
ni bilo razlik med številom bakterij v vzorcih z dodanim jabolčnim ekstraktom in brez 
dodanega jabolčnega ekstrakta. 
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Preglednica 13: Število bakterij vrste E. coli po 24-urnem delovanju jabolčnih ekstraktov. 
 N (CFU/ml) 
Ekstrakt 0 Ekstrakt 420 Ekstrakt 450 Ekstrakt t  Negativna 
kontrola 
C1 
 (% 
vol.) 
C0 
(mg/
ml) 
0 ur 24 ur C420 
(mg/
ml) 
0 ur 24 ur C450 
(mg/
ml) 
0 ur 24 ur Ct 
(mg/
ml) 
0 ur 24 ur 0 ur 24 ur 
12,5 3,06 2×105  5×108 2,78 2×105 8,5×108 2,62 1×106  7×108 3,82 6×105  2×108 / / 
6,25 1,53 5×105  9×108 1,39 4×105  3×108 1,31 6×105 7×108 1,91 5×105 4×108  / / 
3,13 0,77 5×105 3×109 0,70, 4×105 6×109 0,66 4×105  4×109 0,96 5×105  9×109 / / 
1,56 0,38 / / 0,38 / / 0,33 5,×105 3×109 0,48 3×105 9×109 / / 
0 / / /  / / / / / / / / 5×105 2×109 
 
 
Legenda: N: število bakterij; Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: e strakt jabolčnih lupin jabolk, 
ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni 
skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi.; 
C0: koncentracija ekstrakta 0 izražena v mg galne kisline/ml; C420: koncentracija ekstrakta 420 izražena v mg galne kisline/ml; C450: 
koncentracija ekstrakta 450 izražena v mg galne kisline/ml; Ct: koncentracija ekstrakta tema izražena v mg galne kisline/ml; 
negativnavna kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; /: ni narejeno 
 
Borovšak M. Vpliv fenolnih spojin iz jabolka na bakterijsko adhezijo. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
32 
Minimalna inhibitorna koncentracija neke učinkovine je najmanjša koncentracija te 
učinkovine, ki še vidno zavira rast bakterij, po prekonočni inkubaciji (Andrews, 2001). Po 
tej definiciji smo vsem izvlečkom določili vrednost MIC. Ta je bila enotna, 6,25 % vol., ker 
je bila to najmanjša koncentracija, ki je zavirala rast bakterij. 
 
Jelodarian in sod. (2013) so proučevali protimikrobni vpliv jabolčnih ekstraktov (Malus 
domestica) na nekatere grampozitivne in gramnegativne bakterije, med njimi tudi na 
bakterije vrste E. coli. Določali so tudi MIC ekstraktov in ga primerjali z MIC nekaterih 
antibiotikov. Ugotovili so, da so bile grampozitivne bakterije bolj občutljive na ekstrakte. 
Pri jabolčnem ekstraktu narejenem iz jabolk sorte Golab so določili MIC tudi za bakterije 
vrste E. coli pri 500 µg/ml. To je več kot polovico manjša koncentracija, kot smo jo določili 
mi (Preglednica 12). Bakterije vrste E. coli so bile bolj občutljive za rifampin (MIC: 125 
µg/ml), MIC gentamicina pa je bila enaka jabolčnemu ekstraktu (500 µg/ml). 
 
Tudi Raphaelli in sod. (2019) so proučevali protimikrobni vpliv ekstraktov jabolčnih lupin, 
s poudarkom na fenolnih spojinah. Ekstrakte so ekstrahirali iz lupine jabolk sorte Gala. 
Fenolne spojine v ekstraktih so identificirali s tekočinsko kromatografijo ultra visoke 
ločljivosti (UPLC). Ekstrakti, ki so imeli zaviralni učinek na rast bakterije vrste E. coli, so 
vsebovali različno razmerje frakcij floretina, kvercetrina, rutina, procianidina, epikatehina, 
amigdalina in klorogenske kisline. Določili so vrednost MIC, pri bakterijah vrste E. coli. Ta 
je bila tudi v tem primeru 500 µg/ml, oziroma pri enem od ekstraktov 5000 µg/ml.  Pri 
grampozitivnih bakterijah vrste S. aureus je bila vrednost MIC, vseh ekstraktov 500 µg/ml. 
Pri bakterijah vrste L. monocytogenes, pa so se vrednosti MIC gibale od 500 do 50000 µg/ml, 
kljub predvidevanju, da so grampozitivne bakterije bolj občutljive za fenolne spojine. 
 
Tyagi in sod. (2015) so proučevali protimikrobno delovanje najbolj razširjenih, čistih 
fenolnih spojin, kot so galna kislina, kvercetin, kofeinska kislina, kumarin in katehol. 
Rezultati so pokazali, da so gramnegativne bakterije vrste E. coli bolj občutljive za nekatere 
od teh spojin, kot grampozitivne bakterije vrste B. subtilis. MIC pri bakterijah vrste E. coli, 
je bila pri vseh spojinah, razen pri kateholu in kvercetinu med 20 in 80 mg/ml, medtem ko 
je bila vrednost MIC pri bakterijah vrste B. subtilis med 60 in 80 mg/ml. Pri kumarični kislini 
je bila vrednost MIC E. coli 40 mg/ml, pri B. subtilis pa 80 mg/ml. Bakterije vrste E. coli so 
bile občutljivejše tudi ob dodatku kumarične, taninske in kofeniske kisline. Bakterije vrste 
B. subtilis so bile občutljivejše le na katehol. MIC kvercetina je bila enaka pri obeh 
bakterijskih vrstah. 
 
Da bi preverili ali jabolčni ekstrakti vplivajo na rast bakterij vrste E. coli, smo njihovo rast 
v gojišču TSB z dodatkom jabolčnega ekstrakta (12,5 % vol., 6,25 % vol. in 3,13 % vol.), 
določili tudi z merjenjem absorbance med 24-urno inkubacijo. 
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Preglednica 14: : Hitrosti rasti bakterij vrste E. coli v gojišču TSB z različnim dodatkom jabolčnega 
ekstrakta. 
    
Ekstrakt 0 Ekstrakt 
420 
Ekstrakt 
450  
Ekstrakt 
tema 
Neg. 
Kont. 
Etanol  
C1 
 (% 
vol) 
C0 
(mg/
ml) 
g  
(min
-1) 
C420 
(mg/
ml) 
g 
(min
-1) 
C450 
(mg/
ml) 
g 
(min
-1) 
Ct 
(mg/m
l) 
g 
(min
-1) 
g (min-
1) 
Cetanol 
% 
g (min-1) 
12,5 3,06 20b 2,78 20b 2,62 11a 3,82 18b / 8,50 25c 
6,25 1,53 12,5
a 
1,39 12,5a 1,31 14,2a 1,91 12a / 4,4 10a 
3,13 0,77 14,5
a 
0,70 11a 0,66 14,2a 0,96 12,5
a 
/ 2,2 10a 
0 / /  / / / / / 12,5a / / 
 
Legenda: a, b, c: povprečne vrednosti hitrosti rasti bakterij vrste E. coli z različnimi oznakami se pri določeni 
koncentraciji jabolčnega ekstrakta statistično značilno razlikujejo (p<0,05), v primerjavi s negativno kontrolo; 
C1: koncentracije ekstraktov v volumsko-volumskih odstotkih (% vol.); Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže 
obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno 
dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z 
valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi.; 
C0: koncentracija ekstrakta 0 izražena v mg galne kisline/ml; C420: koncentracija ekstrakta 420 izražena v mg 
galne kisline/ml; C450: koncentracija ekstrakta 450 izražena v mg galne kisline/ml; Ct: koncentracija ekstrakta 
tema izražena v mg galne kisline/ml; negativna kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega 
ekstrakta; k: naklon premice v ekspontecialni fazi bakterijske rasti; Cetanol: koncentracija etanola, ki sovpada 
koncentraciji etanola kot topila v ekstraktih; /: ni narejeno. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, 
katerim smo izračunali povprečno vrednost in jih uredili z ANOVO. 
 
V Preglednici 14 imamo podane hitrosti rasti izračunane kot naklon premice v ekspontni fazi 
rasti bakterij vrste E. coli. Ugotovili smo, da dodatek jabolčnega ekstrakta 0 in tema v vseh 
koncentracijah zmanjša hitrost rasti bakterij vrste E. coli. Ob dodatku Ekstrakta 420 se hitrost 
bakterijske rasti zmanjša samo pri koncentraciji 12,5 % vol. Ob dodatku Ekstrakta 450 se 
hitrost rasti bakterij vrste E. coli zmanjša pri koncentracijah 12,5 % vol. in 6,25 % vol., 
medtem, ko pri koncentraciji 3,13 % vol ne pride do sprememb (p>0,05). Lahko opazimo, 
da je samo dodatek etanola vplival na bakterijsko rast, saj se je generacijski čas, v vseh 
primerih povečal.  
 
Du in sod. (2011), so prav tako proučevali vpliv užitnih filmov, ki so vsebovali fenolne 
spojine iz jabolčne lupine, iz jabolk sorte Zlati delišes, na nekatere za človeka patogene 
bakterijske vrste. Vsebnost fenolov je bila 995,3 mg klorogenske kisline/100g filma iz 
jabolčne lupine. Koncentracija, ki je bila potrebna za protimikrobno delovanju proti 
grampozitivnim bakteriji vrste L. monocytogenes zelo nizka (1,5 % vol.), na gramnegativne 
bakterije vrste E. coli, pa nobena koncentracija ni delovala zaviralno.  
 
Vattem in sod. (2004), so opazili protimikrobno delovanje ekstrakta iz brusnic, ki je bil 
ekstrahiran s pomočjo 95 % etanola, proti bakterijam vrste L. monocytogenes, medtem ko 
na bakterije vrste E. coli ekstrakt ni imel učinka. Da je temu tako, so predpostavili zaradi 
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samih razlik v celični steni, med grampozitivnimi in gramnegativnimi bakterijami. 
Grampozitivne bakterije imajo enostavno membrano. Ta enostavna struktura enoslojne 
membrane predstavlja nizko vmesno pufersko zmogljivost, glede na lokalne učinke 
protoniranja, ki ga povzročajo fenolne spojine. Hitro pride do hiperacidifikacije, oziroma do 
zakisanja. To zmoti presnovo bakterij, ker vpliva tudi na H+/ATPazo, ki je povezana s 
prehodom snovi preko membrane. Gramnegativne bakterije pa imajo poleg plazemske 
membrane imajo še dodatno, zunanjo lipopolisaharidno plast in dodatne membranske 
strukture. Ravno zaradi tega, imajo gramnegativne bakterije večjo pufersko zmogljivost in 
so hidrofobne. Zaradi tega ustvarijo neugodne razmere za fenolne spojine in so manj 
občutljive za fenolne spojine. 
 
Juneja in sod. (2009) so dokazali, da je dodajanje ekstrakta jabolčnih lupin, v koncentraciji 
3 % vol.,  znatno poveča toplotno občutljivost bakterij vrste E. coli. Ekstrakt je vseboval 
procianidine, klorogensko kislino, katehin in epikatehin, njihova koncentracija ni bila znana. 
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4.3 DOLOČITEV VPLIVA JABOLČNEGA EKSTRAKTA NA BAKTERIJSKO 
ADHEZIJO 
 
Za nadaljnje eksperimentalno delo smo uporabili nizke koncentracije jabolčnih ekstraktov 
(3,13 % vol., 1,56 % vol. in 0,78 % vol., oz. Preglednica 7), ker smo želeli proučevati 
adhezijo bakterij vrste E. coli  in ne samo protibakterijsko delovanje jabolčnih ekstraktov. 
 
Določili smo vpliv jabolčnega ekstrakta na bakterijsko adhezijo (3.2.7).  
 
 
 
Slika 6: Povprečna stopnja adhezije bakterij vrste E. coli ob dodatku jabolčnega ekstrakta v koncentraciji 3,13 
% vol., 1,56 % vol. in 0,78 % vol. Legenda: a, b: povprečne stopnje adhezije, z različnimi oznakami se 
statistično značilno razlikujejo glede na negativno kontrolo (p<0,05); Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s 
sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z 
valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi 
z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi.; 
Negativna kontrola: samo bakterije vrste E. coli: ΔĀ584 nm: Povprečna absorbanca, pri valovni dolžini 584 nm, 
ki ji je bila odšteta absorbanca slepega vzorca. Koncentracije ekstraktov v mg/ml so prikazane v Preglednici 7.  
V vzorcih, ker je bil bakterijam vrste E. coli, namesto ekstrakta, v skladnih koncentracijah dodan samo etanol, 
ni bilo statistične razlike z negativno kontrolo, zato smo sklepali, da sam etanol, kot topilo ekstrakta, ne vpliva 
na stopnjo adhezije. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, katerim smo izračunali povprečno vrednost 
in jih uredili z ANOVO. 
 
Rezultati na Sliki 6 kažejo, da se stopnja adhezije bakterij vrste E. coli ob dodatku Ekstrakta 
0 in Ekstrakta 420 pri vseh preizkušenih koncentracijah ne spremeni v primerjavi z adhezijo 
brez dodatka jabolčnega ekstrakta (negativna kontrola). Pri Ekstraktu 450 in Ekstraktu tema 
se stopnja bakterijske adhezije zmanjša. Izjema je le pri dodatku Ekstrakta 450 v 
koncentraciji 1,56 % vol., kjer se stopnja bakterijske adhezije v primerjavi s negativno 
kontrolo ne spremeni. Glede na vsebnost fenolnih spojin v ekstraktih (4.1) je rezultat 
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pričakovan, saj Ekstrakt tema vsebuje največ fenolnih spojin, zato bi pričakovali, da ima 
največji vpliv na zmanjšanje bakterijske adhezije. Temu pa ni tako pri Ekstraktu 450, saj 
vsebuje najmanj fenolnih spojin od vseh ekstraktov. Pričakovali bi, da bo imel manjši vpliv 
na spremembo bakterijske adhezije. Ker nimamo točnega podatka, katere fenolne spojine 
jabolčnih ekstrakti vsebujejo, lahko le predvidevamo, da je v Ekstraktu 450 njihova sestava 
takšna, da močno vpliva na zmanjšanje stopnje bakterijske adhezije. Povzamemo lahko, da 
sta Ekstrakt 450 (3,13 in 0,78 % vol.) in Ekstrakt tema (3,13, 1,56, 0,78 % vol.) zmanjšala 
adhezijo bakterij vrste E. coli, kar je bil tudi eden od osnovnih ciljev magistrskega dela. 
 
Volstatova in sod. (2017) so proučevali, kako ekstrakt jabolčne lupine in celo ekstrakt 
jabolčne pulpe, vplivata na bakterijsko adhezijo. Kot modelna organizma so uporabili 
probiotična seva bakterij vrst  Lactobacillus gasseri R in Lactobacillus casei FMP. Sicer se 
od bakterij vrste E. coli razlikujeta v tem, da sta grampozitivni bakteriji, vendar imata visoko 
stopnjo adhezije, kajti le ta je za probiotike nujna. Rezultati so pokazali, da ekstrakt jabolčne 
pulpe zavira adhezijo, ekstrakt jabolčne lupine pa jo poveča. V našem primeru je stopnja 
bakterijske adhezije ob dodatku ekstraktov jabolčne lupine ostala enaka, ali pa se je 
zmanjšala. Odstopanje rezultatov lahko pripišemo različni sorti jabolk, saj so v raziskavi 
uporabili jabolka sorte Jonagold in drugačni pripravi ekstrakta. Jabolčne lupine so 
ekstrahirali v 80 % metanolu in jih raztopili v dimetil sulfoksidu. Prav tako se je verjetno 
razlikovala sestava fenolnih spojin v jabolčnih ekstraktih. V njihovi raziskavi je ekstrakt iz 
jabolčne lupine vseboval rutin, katehin, epikatehin, klorogensko kislino, floretin, kvercetin, 
največ pa je bilo prisotnega procianidina.  
 
Povečanje bakterijske adhezije ob dodatku ekstrakta jabolčne lupine, so opazili tudi Shinde 
in sod. (2015). Kot modelni organizem so uporabili probiotični sev bakterij vrste 
Lactobacillus acidophilus. Ekstrakt je bil ekstrahiran z uporabo 96 % etanola in je vseboval 
rutin, epikatehin, floretin, klorogensko in p-kumarično kislino. Sklepali so celo, da bi lahko 
ekstrakt lupine jabolk deloval sinergistično s probiotiki, saj bi se le ti lažje pritrdili na steno 
celic v prebavnem traktu. 
 
Gonzales de Llano in sod. (2015) so proučevali proti-adhezivno aktivnost fenolnih spojin. 
Ekstrakte so ekstrahirali iz brusnic in so jih raztopili v 0,1 % dimetil sulfoksidu. Kot modelni 
organizem so si izbrali patogen sev bakterij vrste E. coli, ki se nahaja predvsem v 
urogenitalnem traktu. Na svoji celični steni ima fimbrije. To so posebne nitaste strukture 
katere se vežejo na receptorje celic urogenitalnega trakta. Najpogostejši virulenčni faktor je 
gen za fimbrije tipa 1. Ta je pomemben za kolonizacijo mehurja. Med sevi, ki povzročajo 
invazivno in obstojnejšo uroinfekcijo, pa so razširjene p-fimbrije, ki jih kodira gen papG. 
Optimizirano proti-adhezivno sredstvo bi moralo komunicirati z adhezini patogena, kar bi 
privedlo do zmanjšane možnosti vezave med prokariontskimi in evkariontskimi celicami in 
minimaliziralo nadaljnje okužbe. Brusnice so prav tako bogate z fenolnimi spojinami, 
predvsem z flavonoli (200-400 mg/kg), antocianini (136-1710 mg/kg) in proantocianini, ki 
so ključni za proti-adhezivno aktivnost (Gonzales de Llano in sod., 2015). Vsi trije tipi 
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proantocianinov so polimeri flavan-3-ol enot, vezanih preko vezi C4, C6 ali C8, vendar 
imajo samo tipi A dodatno etersko vez. V študiji so Gonzales de Llano in sod. (2015) potrdili, 
da proantocianin A2 najbolj uspešno zavira adhezijo bakterij vrste E. coli na celice mehurja, 
pri proantocianinu B2 pa zaviralnega učinka niso opazili. Dobri zaviralci bakterijske 
adhezije so bili še: katehol, benzojska kislina in fenilocetna kislina. Njihova hipoteza je bila, 
da se proantocianidi tipa A, kombinirajo s p-fimbrijami bakterijskih celic ali pa spremenijo 
njihovo celotno strukturo. Iz pridobljenih podatkov sicer niso mogli prikazati razmerja med 
strukturo fenolnih spojin in njihovo aktivnostjo, vendar so dokazali zaviralno aktivnost. 
 
4.4 DOLOČITEV VPLIVA JABOLČNEGA EKSTRAKTA NA AGREGACIJO 
BAKTERIJ 
 
Določili smo vpliv jabolčnega ekstrakta na agregacijo bakterij vrste E. coli (3.2.8), zato ker 
je ta proces pogosto povezan s prvim korakom tvorbe biofilmov, sicer pa bakterijske celice, 
v okolju raje tvorijo agregate, kot bi živele posamično, kot planktonske celice (Krasowska 
in Sigler, 2014). Predvidevali smo, da se bo agregacija ob dodatku jabolčnega ekstrakta 
zmanjšala, ob predpostavki, da celice v pufru niso lizirale. 
 
 
 
Slika 7: Odstotek agregacije bakterij vrste E. coli, ob dodatku jabolčnega ekstrakta v koncentraciji 3,13 % vol., 
1,56 % vol. in 0,78 % vol. Legenda: a, b, c: povprečne vrednosti, z različnimi oznakami se statistično značilno 
razlikujejo glede na negativno kontrolo (p<0,05); Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; 
Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 
nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 
450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi.; Negativna 
kontrola: samo bakterije vrste E. coli. Koncentracije ekstraktov v mg/ml so prikazane v Preglednici 7. V 
vzorcih, ker je bil bakterijam vrste E. coli, namesto ekstrakta, v skladnih koncentracijah dodan samo etanol, ni 
bilo statistične razlike z negativno kontrolo, zato smo sklepali, da sam etanol, kot topilo ekstrakta, ne vpliva 
Borovšak M. Vpliv fenolnih spojin iz jabolka na bakterijsko adhezijo. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
38 
na agregacijo. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, katerim smo izračunali povprečno vrednost in jih 
uredili z ANOVO. 
 
Na Sliki 7 lahko vidimo, da dodatek jabolčnih ekstraktov lahko vpliva na spremembo % 
agregacije. Ob dodatku najmanjše koncentracije Ekstrakta 420 in Ekstrakta 450 se agregacija 
v primerjavi s negativno kontrolo poveča.. Ugotovili smo, da dodatek Ekstrakta tema v 
koncentraciji 1,56 % vol. poveča agregacijo, med tem ko dodatek tega ekstrakta v 3,13 in 
0,78 % vol. vpliva na zmanjšanje stopnje adhezije. 
 
Na agregacijo bakterij vrste E. coli vplivajo predvsem površinske strukture, kot so na primer 
antigeni. Bakterijska agregacija sicer igra zelo pomembno vlogo pri različnih  procesih v 
okolju, kot sta na primer prilagajanje in kompeticija. Za združevanje bakterij je odgovorna 
predvsem hidrodinamika njihovega okolja in površina bakterij. V kolikor je ta hidrofobna, 
se bakterije težje združujejo v agregate (Yazdi in Ardekani, 2012). 
 
Pridobljene rezultate lahko primerjamo z rezultati študije, ki so jo opravili Wojnicz in sod. 
(2012). Opazovali so kako različni rastlinski ekstrakti (breze, njivske preslice, kilovnika, 
koprive in brusnice) vplivajo na hidrofobnost površine bakterij in posledično na tvorbo 
agregatov. Ekstrakte so pripravili tako, da so rastline posušili, jim dodali destilirano vodo in 
segreli na 85 °C. Bakterijska hidrofobnost se je pri bakterijah vrste E. coli zmanjšala samo 
ob dodatku najvišje koncentracije ekstraktov. Zanimivo je, da na agregativnost bakterije 
delujejo vsi rastlinski ekstrakti, razen ekstrakt brusnic, ki pa je imel najvišjo vsebnost 
fenolnih spojin, 199,1 mg/g. Ostali ekstrakti so vsebovali manj fenolnih spojin. Vrednosti so 
se gibale od 2,1 do 188,0 mg/g. Tudi pri naših rezultatih se je pokazalo, da visoka vsebnost 
fenolnih spojin še ne pomeni največje biološke aktivnosti. Fenolne spojine, ki naj bi najbolj 
zavirale agregacijo in tvorbo biofilma pri bakterijah vrste E. coli so: floretin, narinengin, 
kvercetin in apigenin (Tako in sod., 2020). 
 
Voravuthikunchai in Limsuwan (2019) sta ugotovila, da ni korelacije med protimikrobnim 
in protiagregativnim delovanjem ekstraktov. V naši nalogi smo protiadhezivno aktivnost 
iskali pri vsebnostih jabolčnih ekstraktov, kjer ni bilo protibakterijske aktivnosti in to se je 
pri naših rezultatih tudi lepo pokazalo. 
 
  
Borovšak M. Vpliv fenolnih spojin iz jabolka na bakterijsko adhezijo. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
39 
4.5 KVANTITATIVNO DOLOČANJE EPS 
 
Kvantitativno smo določili koncentracijo sladkorjev in proteinov v EPS pri bakterijah vrste 
E. coli v gojišču TSB (3.2.9), ker smo predvidevali, da dodatek jabolčnega ekstrakta zmanjša 
proizvodnjo EPS. Koncentracijo sladkorjev smo izračunali iz umeritvene krivulje (Slika 8). 
 
 
Slika 8: Umeritvena krivulja za določitev vsebnosti sladkorjev v EPS. 
Legenda:  
Enačba umeritvene krivulje:  
𝑦 = 0,003𝑥 + 0,0388                                                                                                    … (4) 
 
y: povprečna razlika absorbanc, ki jim je bil odštet slep vzorec; x: koncentracija (C); ΔĀ: 
Povprečna razlika absorbanc standardnih vzorcev, pri valovni dolžini 490 nm, ki ji je bil 
odštet slep vzorec; C: koncentracija (µg/ml). 
 
Kot standard za umeritveno krivuljo (Slika 8) smo raztopini glukoze izmerili absorbanco pri 
490 nm, vzorcem naslednjih koncentracij: 250 µg/ml, 125 µg/ml in 62,5 µg/ml, 31,25 µg/ml, 
15,63 µg/ml, 7,81 µg/ml in 3,91 µg/ml. 
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Preglednica 15: Parametra umeritvene krivulje za določitev sladkorjev v EPS. 
Parameter C sladkorjev µg/ml 
LOD 0,8948  
LOQ 2,9825  
 
Legenda: LOD: meja zaznavanja sladkorjev; LOQ: meja kvantifikacije sladkorjev; C: koncentracija. 
 
Mejo zaznavnosti (LOD) in mejo kvantifikacije (LOQ), smo določili po definiciji za izračun 
teh dveh parametrov (Miller in Miller, 1988). V območju od 0-250 mg µg/ml glukoze smo 
naredili umeritveno krivuljo. Korelacijski koeficient te premice je bil 0,9983, zato smo jo 
lahko uporabili za umeritveno krivuljo pri določanju LOD in LOQ. Za izračun LOD smo 
analizirali raztopino z najnižjo možno koncentracijo, ki je dala signal, različen od 0. To je 
bila koncentracija slepega vzorca. 
 
Izračunali smo LOD in LOQ na način: 
LOD = 3 × ssl 
LOQ = 10 × ssl 
ssl…standardni odmik 10 meritev slepega vzorca. 
 
 
 
Slika 9: Koncentracije sladkorjev v EPS, proizvedenem s strani bakterij vrste E. coli ob dodatku različnih 
koncentracij jabolčnega ekstrakta. Legenda: a, b, c, d: povprečne vrednosti, z različnimi oznakami se statistično 
značilno razlikujejo glede na negativno kontrolo kontrolo (p<0,05); Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže 
obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno 
dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z 
valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi; 
Negativna kontrola: samo bakterije vrste E. coli. Koncentracije ekstraktov v mg/ml so prikazane v Preglednici 
7. V vzorcih, ker je bil bakterijam vrste E. coli, namesto ekstrakta, v skladnih koncentracijah dodan samo 
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etanol, ni bilo statistične razlike z negativno kontrolo, zato smo sklepali, da sam etanol, kot topilo ekstrakta, 
dodatno ne vpliva na tvorbo sladkorjev. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, katerim smo izračunali 
povprečno vrednost in jih uredili z ANOVO. 
Predstavljene so koncentracije sladkorjev v proizvedenem EPS bakterij vrste E. coli v 
gojišču TSB. Ugotovili smo, da dodatek vseh jabolčnih ekstraktov v vseh preizkušenih 
koncentracijah (0,78, 1,56 in 3,13 % vol.) vpliva na zmanjšanje koncentracije sladkorjev v 
EPS glede na negativno kontrolo. Dodatek Ekstrakta 0, zmanjša koncentracijo sladkorjev na 
približno enako vrednost, ne glede na dodano koncentracijo. Skupno je najbolj učinkoval 
Ekstrakt 420, kajti ob dodatku najvišje koncentracije je bila koncentracija proizvedenih 
sladkorjev v EPS, najnižja. Glede na vsebnost fenolnih spojin  sta ta jabolčna ekstrakta zelo 
primerljiva. Dodatek Ekstrakta tema in Ekstrakta 450 zniža koncentracijo sladkorjev 
približno na enake vrednosti. Dodatek teh ekstraktov v najnižji koncentraciji, najmanj zniža 
koncentracijo proizvedenih sladkorjev v EPS, v primerjavi s negativno kontrolo. To sta sicer 
ekstrakta z najvišjo in najnižjo vsebnostjo fenolnih spojin, zato bi pričakovali večje razlike 
med njima. 
 
Dodatek fenolnih spojin lahko stimulira tvorbo EPS (Gao in sod., 2017). Bakterije bi lahko 
proizvajale več EPS tudi zato, ker le te varujejo celice pred strupenimi in za njihov 
metabolizem neugodnimi snovmi. Te snovi so tudi fenolne spojine (Maszenan in sod., 2011). 
Poleg zaščitne funkcije pa bi povečano proizvodnjo EPS pri avtotrofnih bakterijah, lahko 
povzročila tudi kemijska potreba po kisiku (KPK) (Gao in sod., 2017). 
 
Koncentracijo proteinov smo izračunali iz umeritvene krivulje (Slika 10). 
 
 
Slika 10: Umeritvena krivulja za določitev koncentracije proteinov v EPS (Jamnik, 2020). 
Legenda:  
Enačba umeritvene krivulje:  
y = 0,49689x - 0,01152
R² = 0,99879
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𝑦 = 0,49689𝑥 − 0,01152                                                                                              … (5) 
 
y: povprečna razlika absorbanc, ki jim je bil odštet slep vzorec; x: koncentracija (C); ΔĀ: 
Povprečna razlika absorbanc standardnih vzorcev, pri valovni dolžini 595 nm, ki ji je bil 
odštet slep vzorec; C: koncentracija (g/l). 
 
Preglednica 16: Parametra umeritvene krivulje za določitev proteinov v EPS. 
Parameter C proteinov (g/l) 
LOD 0,0255 
LOQ 0,0850  
Legenda: LOD: meja zaznavanja proteinov; LOQ: meja kvantifikacije proteinov; C: koncentracija. 
 
Mejo zaznavnosti (LOD) in mejo kvantifikacije (LOQ), smo določili po definiciji za izračun 
teh dveh parametrov (Miller in Miller, 1988). V območju od 0-1 g/l proteinov smo naredili 
umeritveno krivuljo. Korelacijski koeficient te premice je bil 0,99879, zato smo jo lahko 
uporabili za umeritveno krivuljo pri določanju LOD in LOQ. Za izračun LOD smo analizirali 
raztopino z najnižjo možno koncentracijo, ki je dala signal, različen od 0. To je bila 
koncentracija slepega vzorca. 
 
Izračunali smo LOD in LOQ na način: 
LOD = 3 × ssl 
LOQ = 10 × ssl 
ssl…standardni odmik 10 meritev slepega vzorca. 
 
Preglednica 17: Koncentracije proteinov v EPS, proizvedenem s strani bakterij vrste E. coli in ob dodatku 
različnih koncentracij jabolčnega ekstrakta. 
  
Ekstrakt 0 Ekstrakt 420 Ekstrakt 450  Ekstrakt tema Neg. Kontrola 
C1 
 (% 
vol.) 
C0 
(mg/
ml) 
Cp 
(g/l) 
C420 
(mg/
ml) 
Cp 
(g/l) 
C450 
(mg
/ml) 
Cp 
(g/l) 
Ct 
(mg/
ml) 
Cp (g/l) Cp (g/l) 
3,13  0,78 < LOD 0,70 < LOD 0,66 < LOD 0,96 <LOD / 
1,56 0,39 < LOD 0,35 < LOD 0,33 < LOD 0,48 < LOD / 
0,78 0,20 < LOD 0,17 + 0,16 + 0,24 < LOD / 
0 / /  / / / / / + 
 
Legenda: Ekstrakt 0: ekstrakt jabolčnih lupin s sveže obranih jabolk; Ekstrakt 420: ekstrakt jabolčnih lupin 
jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Ekstrakt 450: ekstrakt jabolčnih 
lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Ekstrakt tema: ekstrakt 
jabolčnih lupin jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena v temi.; C0: koncentracija ekstrakta 0 izražena v mg galne 
kisline/ml; C420: koncentracija ekstrakta 420 izražena v mg galne kisline/ml; C450: koncentracija ekstrakta 450 
izražena v mg galne kisline/ml; Ct: koncentracija ekstrakta tema izražena v mg galne kisline/ml; Negativna 
kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; /: ni narejeno, Cp: koncentracija proteinov, 
<LOD: izmerjena koncentracija je pod mejo zaznavanja, +: LOD<vsebnost <LOQ. V vzorcih, ker je bil 
bakterijam vrste E. coli, namesto ekstrakta, v skladnih koncentracijah dodan samo etanol, ni bilo statistične 
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razlike z negativno kontrolo, zato smo sklepali, da sam etanol, kot topilo ekstrakta, ne vpliva na proizvodnjo 
proteinov. Pri vsakem vzorcu smo naredili tri ponovitve, katerim smo izračunali povprečno vrednost in jih 
uredili z ANOVO. 
 
 
Proizvedene koncentracije proteinov so veliko manjše, od proizvedenih koncentracij 
sladkorjev. Bakterije vrste E. coli so proizvedle 120 µg/ml sladkorjev, koncentracija 
proteinov pa je bila pod mejo zaznavanja ob dodatku vseh ekstraktov, razen ekstrakta 420 in 
450 (v koncentraciji 0,78 % vol.), kjer je bila koncentracija prav tako med LOD in LOQ, kot 
pri negativni kontroli (0,0255-0,0850 g/l). 
Ekstrakt tema v koncentraciji 1,56 % vol. poveča bakterijsko agregacijo, kot na zaviranje 
bakterijske adhezije in produkcije proteinov. Ta rezultat je pričakovan glede na količino 
fenolnih spojin v jabolčnem ekstraktu. Na zmanjšanje proizvodnje sladkorjev pa ima večji 
vpliv Ekstrakt 420, vendar pa ta nima bistvenega vpliva na spremembo agregacije in 
zmanjšanje bakterijske adhezije.  
Gao in sod. (2017) so dokazali, da dodatek fenolnih spojin stimulira tvorbo EPS, kot tudi 
spremeni njihovo strukturo in funkcionalne skupine. Po dodatku fenolnih spojin se tvorba 
proteinov v EPS poveča za 1,8x, tvorba sladkorjev pa 1,7x, v primerjavi s kontrolnim 
vzorcem. Naši rezultati prikazujejo ravno obratno, pri vseh signifikantnih vrednostih, se 
tvorba EPS, glede na kontrolni vzorec zmanjša. Največje znižanje adhezije je pri dodatku 
Ekstrakta 450, vendar manjše kot pri dodatku Ekstrakta 0 in tema. 
 
Eboigbodin in Biggs (2007) sta dokazala, da lahko v EPS, bakterij vrste E. coli, najdemo 
tudi do 500 različnih proteinov. Najpogosteje najdemo proteine, ki so povezani z 
metabolizmom aminokislin, ali pa so gradniki celične stene, oziroma membrane. Prikazala 
sta tudi vpliv prostega in vezanega EPS, na bakterijsko agregacijo. Izkazalo se je, da na 
tvorbo agregatov vpliva samo prosti EPS. Tvorba agregatov se je ob večji tvorbi EPS 
povečala. V naši nalogi smo merili samo prosti EPS. Tudi pri nas se je izkazalo, da se 
agregacija poveča, kjer je večja tvorba EPS (Ekstrakta 420 in 450, v koncentraciji 0,78 % 
vol.). 
 
Jagani in sod. (2009), so ugotavljali, kakšen je vpliv dodatka fenolnih spojin na tvorbo EPS, 
oziroma biofilma pri bakterijah vrste P. aeruginosa. Študija je pokazala, da dodatki fenolnih 
snovi v koncentraciji 8 µg/ml, ki ne vpliva inhibitorno na rast bakterij, različno vpliva na 
tvorbo biofilma. Vse fenolne spojine (fenol, anakardična kislina, kardanol, salicilna kislina, 
askorbinska kislina, katehin, epikatehin in taninska kislina) so zaviralno vplivali na tvorbo 
biofilma. Na tvorbo ni vplival le dodatek etil linoelata in tokoferola. Zanimivo je, da ima 
sicer etil linoelat nenasičeno stransko verigo, ravno tako kot anakardična kislina in kardanol, 
ampak ni bil tako uspešen pri zaviranju tvorbe biofilma. Zato lahko sklepamo, da samo 
nenasičena stranska veriga ni pogoj za bioaktivno zaviranje. Največji zaviralni učinek sta 
imela fenol in taninska kislina. Salicilna kislina ima podobno strukturo kot fenol in sicer ima 
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karboksilno skupino na orto položaju. Ima velik antioksidativni potencial, vendar pa ne 
deluje tako inhibitorno na tvorbo biofilma kot fenol. 
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5 SKLEPI 
 
Glede na opravljeno raziskovalno delo lahko zaključimo, da jabolčni ekstrakti pridobljenih 
iz lupin: 
- pred in po 18-dnevnem shranjevanju jabolk pri 10 °C pri svetlobi valovnih dolžin 
420 nm in 450 nm ter v temi imajo na bakterije vrste E. coli v okviru eksperimentalne 
napake enako protibakterijsko aktivnost, določeno z MIC (6,25 % vol. jabolčnega 
ekstrakta oz. 1,13-1,91 mg galne kisline/ml jabolčnega ekstrakta). 
- po 18-dnevnem shranjevanju jabolk pri 10 °C pri svetlobi valovne dolžine 450 nm 
(v koncentracijah 3,13 % vol. in 0,78 % vol.) in v temi (v koncentracijah 3,13 % vol., 
1,56 % vol. in 0,78 % vol.) zmanjšajo adhezijo bakterij vrste E. coli skoraj za 
polovico. Predpostavljali smo, da bodo ekstrakti vplivali na zmanjšanje adhezije. 
- po 18-dnevnem shranjevanju jabolk pri 10 °C pri svetlobi valovnih dolžin 420 nm in 
450 nm ter v temi, v koncentraciji 3,13 % vol. ne vplivajo na agregacijo bakterije 
vrste E. coli, vplivajo pa v koncentraciji 1,56 % vol. in 0,78 % vol., ob predpostavki, 
da so spremembe izmerjenih OD posledica agregacije in ne lize celic. Predpostavljali 
smo, da bodo ekstrakti vplivali na spremembo agregacije. 
- po 18-dnevnem shranjevanju jabolk pri 10 °C pri svetlobi valovnih dolžin 420 nm in 
450 nm ter v temi zmanjšajo tvorbo zunajceličnih polisaharidov za polovico v EPS, 
saj se je koncentracija sladkorjev zmanjšala iz 120 µg/ml na 51 µg/ml, ob dodatku 
Ekstrakta 420 v koncentraciji 3,13 % vol. in za polovico pri dodatku Ekstrakta 450 
v koncentracijah 1,56 % vol. in 0,78 % vol. Predpostavljali smo, da bodo ekstrakti 
vplivali na tvorbo zunajceličnih polisaharidov v EPS. 
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6 POVZETEK 
 
Ekstrakte smo ekstrahirali iz lupine jabolk sorte Angold. Kot kontrola časovne komponente 
je bil Ekstrakt 0, ekstrahiran iz lupine jabolk po obiranju. Ostali trije ekstrakti, so bili 
ekstrahirani iz lupine jabolk, ki so bila skladiščena 18 dni pri 10 °C. Ena skupina jabolk je 
bila pri tem izpostavljena svetlobi valovne dolžine 420 nm, druga skupina jabolk je bila 
izpostavljena svetlobi valovne dolžine 450 nm, kontrolna skupina pa je bila skladiščena v 
temi. 
 
Ekstraktom smo določili smo pH in vsebnost fenolnih spojin. Med ekstrakti ni bilo značilnih 
razlik v vrednosti pH, vsi ekstrakti pa so bili rahlo kisli (4,55-4,64). Pri fenolnih spojinah 
smo ugotovili, da je največ fenolnih snovi vseboval ekstrakt iz lupine jabolk, ki so bila 
shranjena v temi. Skladiščenje jabolk, shranjenih pri svetlobi različnih valovnih dolžin, pa 
je vplivalo na zmanjšanje fenolnih snovi, kar je bilo v nasprotju s pričakovanimi rezultati. 
  
Z metodo razredčevanja na mikrotitrski ploščici smo določili smo protibakterijsko aktivnost 
jabolčnih ekstraktov kot minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC). Za bakterije vrste E. 
coli so bile te vrednosti 6,25 % vol., za vse jabolčne ekstrakte, oziroma 1,31-1,91 mg galne 
kisline/ml jabolčnega ekstrakta. Protibakterijsko aktivnost jabolčnih ekstraktov smo 
preverili tako, da smo določili število preživelih bakterij vrste E. coli po 24-urnem delovanju 
posameznega ekstrakta z metodo štetja kolonij na gojišču. Preverili smo tudi, ali jabolčni 
ekstrakti vplivajo na rast bakterij vrste E. coli in sicer tako, da smo merili absorbanco med 
24-urno inkubacijo v gojišču TSB. Zanimalo nas je, ali jabolčni ekstrakt v koncentracijah, 
ki ne vplivajo na bakterijsko rast (3,13, 1,56 in 0,78 % vol.), vpliva na druge bakterijske 
procese, kot so adhezija, agregacija in tvorba EPS. 
 
Adhezijo bakterij vrste E. coli smo določili z barvanjem s kristal vijoličnim. Rezultati so 
pokazali, da se stopnja adhezije bakterij vrste E. coli ob dodatku Ekstrakta 0 in Ekstrakta 
420 v vseh preizkušenih koncentracijah ne spremeni, v primerjavi z adhezijo brez dodatka 
jabolčnega ekstrakta. Stopnja adhezije se je pri dodatku Ekstrakta tema (v koncentracijah 
3,13 % vol., 1,56 % vol. in 0,78 % vol.) in Ekstrakta 450 (v koncentracijah 3,13 % vol. in 
0,78 % vol.) zmanjšala. Takšen rezultat je bil pričakovan in je bil eden od osnovnih ciljev 
magistrskega dela. 
 
Ugotovili smo, da dodatek jabolčnih ekstraktov vpliva na spremembo bakterijske agregacije. 
Ob dodatku Ekstrakta 420 in 450, v koncentraciji 0,78 % vol. se je agregacija povečala, v 
primerjavi z agregacijo bakterij, ki jim ni bil dodan jabolčni ekstrakt (negativna kontrola). 
To je bilo v nasprotju s pričakovanimi rezultati našega magistrskega dela. 
 
Kvantitativno smo določali tudi tvorbo bakterijskega EPS (koncentracija proizvedenih 
sladkorjev in proteinov). V skladu s pričakovanimi rezultati naše magistrske naloge je 
dodatek vseh jabolčnih ekstraktov v vseh preiskovanih koncentracijah (3,13, 1,56 in 0,78 % 
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vol.) vplival na manjšo tvorbo bakterijskega EPS – sladkorjev, med tem, ko so bile izmerjene 
vrednosti koncentracij proteinov, v večini pod mejo zaznavanja, oziroma med mejo detekcije 
in zaznavanja.   
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PRILOGE 
 
 
Priloga A: Rastna krivulja bakterije vrste E. coli ob dodatku Ekstrakta 0. 
Legenda: negativna kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; Ekstrakt 0: ekstrakt 
jabolčnih lupin iz sveže obranih jabolk; Etanol (8,75 %): kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta 
koncentracije 12,5 % vol./6,13 mg galne kisline/l, vsebuje 8,75 % etanola; Etanol (4,40 %): kontrola vpliva 
etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 6,25 % vol./3,06 mg galne kisline/l, vsebuje 4,40 % etanola; 
Etanol (2,20 %): kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 3,13 % vol./1,53 mg galne 
kisline/l, vsebuje 2,20 % etanola. 
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Priloga B: Rastna krivulja bakterije vrste E. coli ob dodatku Ekstrakta 420. 
Legenda: negativna kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; Ekstrakt 420: ekstrakt 
jabolčnih lupin iz jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 420 nm; Etanol (8,75 %): 
kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 12,5 % vol./2,78 mg galne kisline/l, vsebuje 
8,75 % etanola; Etanol (4,40 %): kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 6,25 % 
vol./1,39 mg galne kisline/l, vsebuje 4,40 % etanola; Etanol (2,20 %): kontrola vpliva etanola, vzorec 
jabolčnega ekstrakta koncentracije 3,13 % vol./0,70 mg galne kisline/l, vsebuje 2,20 % etanola. 
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Priloga C: Rastna krivulja bakterije vrste E. coli ob dodatku Ekstrakta 450. 
Legenda: negativna kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; Ekstrakt 450: ekstrakt 
jabolčnih lupin iz jabolk, ki so bila 18 dni skladiščena pri svetlobi z valovno dolžino 450 nm; Etanol (8,75 %): 
kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 12,5 % vol./2,61 mg galne kisline/l, vsebuje 
8,75 % etanola; Etanol (4,40 %): kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 6,25 % 
vol./1,31 mg galne kisline/l, vsebuje 4,40 % etanola; Etanol (2,20 %): kontrola vpliva etanola, vzorec 
jabolčnega ekstrakta koncentracije 3,13 % vol./0,65 mg galne kisline/l, vsebuje 2,20 % etanola. 
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Priloga D: Rastna krivulja bakterije vrste E. coli ob dodatku Ekstrakta tema.  
Legenda: negativna kontrola: rast bakterij v gojišču brez dodanega jabolčnega ekstrakta; Ekstrakt tema: 
ekstrakt iz jabolčnih lupin, ki so bila 18 dni skladiščena v temi; Etanol (8,75 %): kontrola vpliva etanola, vzorec 
jabolčnega ekstrakta koncentracije 12,5 % vol./3,83 mg galne kisline/l, vsebuje 8,75 % etanola; Etanol (4,40 
%): kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 6,25 % vol./1,91 mg galne kisline/l, 
vsebuje 4,40 % etanola; Etanol (2,20 %): kontrola vpliva etanola, vzorec jabolčnega ekstrakta koncentracije 
3,13 % vol./0,96 mg galne kisline/l, vsebuje 2,20 % etanola. 
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